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RESUMEN 
 
 
Se obtuvo y se caracterizó la materia insaponificable del aceite de crisálida del 
gusano de seda híbrido Pílamo I procedente de Buga (Valle del Cauca). La 
materia prima se sometió a un proceso de secado para la posterior extracción 
del aceite por el método soxhlet, empleando Hexano como solvente. 
 
La saponificación del aceite obtenido y la cuantificación de la materia 
insaponificable se determinó según Norma Técnica Colombiana NTC 235-2.  
 
El fraccionamiento se realizó empleando cromatografía en columna y dos 
sistemas de solventes: Hexano-Acetato de Etilo y Hexano-Diclorometano; 
donde las fracciones obtenidas fueron analizadas por cromatografía en capa 
delgada y espectrofotometría UV-vis para observar la complejidad de las 
fracciones. 
 
La caracterización de la materia insaponificable se hizo por cromatografía de 
gases acoplado a masas, dando como resultado la presencia de 
desmetilesteroles (Colesterol, γ-Sitosterol y campesterol) como componentes 
mayoritarios. El Colesterol fue aislado de la materia insaponificable, siendo este 
el compuesto presente en mayor concentración. Se identificó la presencia de β-
Caroteno mediante espectrofotometría UV-vis. 
 
Adicionalmente se determinó el contenido de vitamina E en el aceite de 
crisálida, empleando cromatografía líquida de alta eficiencia como método 
analítico; obteniéndose un valor de 149 ppm. 
 
Los resultados obtenidos fueron comparados con aceites de origen vegetal y 
animal. 
 
JUSTIFICACIÓN 
 
 
La sericultura se ha venido desarrollando en el país desde los años 70 cuando 
se hicieron estudios de la adaptabilidad de la morera (planta fundamental para 
la alimentación del gusano de seda) y el Bombyx mori L.; de acuerdo a las 
condiciones climáticas de la región por parte de la Federación  Nacional de 
Cafeteros.  Posterior a estos estudios  se promovió la producción  de gusano 
de seda entre campesinos de la región que estuviesen dispuestos a introducir 
esta nueva alternativa de producción agraria. Esta adaptación fue bastante 
positiva en departamentos como Caldas, Quindío, Risaralda, Cauca y Valle, 
lugares en donde se ha venido criando el gusano de seda hasta el día de hoy, 
contándose a la actualidad con 400 mil hectáreas sembradas de morera.  
 
En sus inicios la sericultura tuvo buena rentabilidad, pero con el tiempo la 
demanda de seda colombiana a nivel mundial disminuyó debido a la dramática 
caída en los precios internacionales de la seda; ocasionando por consiguiente, 
un decrecimiento en la cría de gusano de seda en el país. Debido a esta crítica 
situación, en Colombia, la seda se ha venido trabajando de manera artesanal 
en los bien llamados “Talleres artesanales”, pero es claro que el valor agregado 
de esta labor no es tan significativa, puesto que los volúmenes de prendas 
exportadas es bajo y no es constante. Un aprovechamiento integral de los 
productos y subproductos de la sericultura podría contribuir al mejoramiento 
social y económico de todo el sector; sin embargo esto requiere de estudios 
que conlleven a nuevos usos potenciales del Bombyx mori L.  
 
Hasta la actualidad se han realizado muchas investigaciones sobre el gusano 
de seda y sus aplicaciones (Bombyx mori L.) principalmente en países donde la 
sericultura tiene gran importancia como Corea, Japón, China y Brasil (1, 2, 3). En 
Colombia,  la mayoría de los trabajos de investigación en Sericultura se han 
realizado entorno  al cultivo de morera, la cría del gusano de seda, su 
adaptación y el control de plagas y enfermedades del cultivo. De las 
investigaciones más recientes, se encuentra el estudio de la glándula 
productora de seda  del Bombyx mori (4) y el efecto de la fortificación de la 
morera sobre el mismo (5). En cuanto a los estudios relacionados con el 
aprovechamiento de los subproductos y generación de otros productos de la 
sericultura, en la Escuela de Química de La Universidad Tecnológica de 
Pereira,  se han venido realizado investigaciones sobre la sericina y el aceite 
de crisálida y sus usos potenciales en la industria cosmética como una 
alternativa económicamente viable para el sector serícola. Del aceite, se han 
llevado a cabo estudios relacionados con la composición química, en búsqueda 
del mejoramiento de la manipulación, la degradación microbiológica y la 
estabilidad frente a la variación de la temperatura tanto para el aceite de 
crisálida  de  razas puras  como del Híbrido Pílamo I (6, 7).  
 
Los estudios de caracterización del aceite mostraron  dentro de los ácidos 
grasos mayoritarios al linoleico (omega-6) y al linolénico (omega-3); de gran 
importancia en la salud y nutrición humana. Es así como al linoleico se le 
atribuyen numerosas propiedades fisiológicas, incluyendo efectos 
antiadipogénicos, antidiabetogénicos, antiarterioescleróticos y 
anticarcinógenos; mientras que al ácido linolénico se le relaciona con la 
formación de huesos, el metabolismo de los ácidos grasos y los lípidos (8),  
reducción de la hipertensión, mesura de la artritis reumatoide, mejora de la 
depresión y los síntomas de otros problemas de salud mental, y ayuda a la 
prevención del cáncer (9). Estos ácidos comúnmente encontrados en aceites 
vegetales como germen de trigo, aceite de castor, aceite de palmiste de gran 
aplicación cosmética y alimenticia, podrían ser suplidos por el aceite de 
crisálida como una fuente alternativa de estos compuestos. Sin embargo, los 
aceites vegetales también presentan un grupo importante de antioxidantes 
conocidos como tocoferoles (vitamina E) que contribuyen a lo que actualmente 
se le denomina quimioprevención (10, 11), y no se conocen reportes alrededor del 
aceite de crisálida en cuanto a su contenido.  A la vitamina E,  según varios 
autores, se le atribuye la inhibición de la oxidación del LDL, el estímulo de la 
agregación de plaquetas y formación de tejido endotelial, la reducción de 
inflamaciones, el retardo de la arteriosclerosis y la reducción del riesgo a 
desarrollar cáncer de próstata y colon; entre otras propiedades (12, 13, 14). 
 
Debido a la importancia que tienen los antioxidantes en la salud humana, y que 
al aceite de crisálida según aplicaciones comerciales se le han atribuido 
muchas propiedades terapéuticas y cosméticas, se requiere, iniciar como una 
primera aproximación al contenido de compuestos antioxidantes que pueden 
estar presentes en el aceite de crisálida la caracterización de la materia 
insaponificable para ampliar el conocimiento que se tiene de la composición del 
aceite y de sus usos potenciales. 
 
1. MARCO DE REFERENCIA 
 
 
1.1 GUSANO DE SEDA DE MORERA 
 
El insecto que produce seda a partir de la morera es una especie que ha sido 
domesticada por más de 4500 años. El gusano de seda Bombyx mori es un 
insecto de la familia Bombycidae, orden Lepidóptera, el orden más grande de la 
clase Insecta. Todas las clases criadas hasta hoy, han sido derivadas de un 
gusano silvestre Bombyx mandarina perteneciente al  mismo género. El gusano 
de seda es holometábolo y presenta una metamorfosis completa desde huevo 
hasta la etapa de adulto. Durante 50 a 55 días del ciclo de su vida se presenta 
cuatro estados bien definidos: huevo, larva, pupa o crisálida y polilla que es la 
etapa adulto. El gusano de seda es de naturaleza monófaga, esto significa que 
consume únicamente hojas de morera en etapa larval. 
 
Los gusanos de seda provenientes de la zona templada son univoltinos o 
bivoltinos, dependiendo del número de generaciones producidas en un año 
bajo condiciones naturales, mientras que las razas originadas en la zona 
tropical son multivoltinos los cuales producen generaciones continuas durante 
todo el año. Los gusanos de seda también pueden ser clasificados como raza 
japonesa, raza china, raza europea y raza tropical, basados en su origen 
geográfico. 
 
 
Raza Japonesa 
 
Esta raza presenta tres marcas larvales; la ocular, la creciente  y la estelar, las 
cuales en su conjunto son llamadas marcas normales. Generalmente las larvas 
de raza japonesa son fuertes y resistentes a un medio ambiente desfavorable, 
pero el periodo larval es comparativamente largo. Estas razas forman capullos 
con cintura en forma de cacahuate, con un color usualmente blanco, aunque en 
algunas razas se manifiestan verdes o amarillos. Esta raza tiende a producir un 
mayor número de capullos dobles e hilos cortos y gruesos. El carácter 
univoltino y bivoltino se hacen presentes en este grupo. 
 
 
Raza China 
 
Las larvas de esta raza devoran muy activamente las hojas de la morera y su 
crecimiento es comparativamente rápido y uniforme. La mayoría de estas razas 
no tienen las marcas larvales y no son muy sensibles a la temperatura y 
humedad alta. La forma del capullo es ovalada o esférica, y el color del capullo 
es en general blanco, además se presenta el color amarillo dorado, rosado y 
rojo. El filamento del capullo es delgado y largo con buena devanabilidad. Se 
encuentra univoltino, bivoltino y multivoltino es estas razas. Algunas son 
trimudantes, aunque la mayoría son tetramudantes. 
 
 
Raza Europea 
 
Las razas originadas en Europa y Asia central son todas univoltinas y los 
huevos son grandes y pesados comparados con otras razas. Las marcas 
larvales son normales pero tenues. Las larvas consumen gran cantidad de 
morera, la duración del periodo larval es muy largo especialmente en el quinto 
instar y su cuerpo es alargado. No es fácil de criar esta raza, debido a que son 
muy sensibles a condiciones ambientales desfavorables, y a todos los tipos de 
enfermedades como pebrina, muscardina y otras. Forman capullos largos, 
grandes y ovalados con leves constricciones, de color blanco y producen pocos 
capullos dobles. 
 
 
Raza Tropical 
 
Esta raza se originó en India y en el Sudeste asiático. Los huevos de esta raza 
son pequeños y livianos con corteza brillante. En este grupo son comunes las 
razas multivoltinas, las cuales producen huevos no hibernados. Las larvas son 
tolerantes a alta temperatura y humedad, y la duración larval es muy corta. 
 
El tamaño de las larvas es el más pequeño de las razas y producen capullos 
pequeños en forma elíptica con colores verde, amarillo o blanco. La corteza de 
los capullos es fuerte y liviana, con mucha borra y filamento delgado. Estas 
razas producen pocos capullos dobles, pero el porcentaje de seda cruda es 
muy bajo (2). 
 
 
1.2 Productos y subproductos de la sericultura 
 
Los productos y subproductos originados en los procesos de la sericultura, no 
solo pueden ser usados en la producción de seda y prendas, sino que también 
pueden emplearse en la obtención de cintas para máquinas de escribir y  
máquinas registradoras. Igualmente la seda es frecuentemente usada como un 
aislador en aparatos sofisticados como naves espaciales y en suturas de alta 
cirugía. 
 
De los subproductos de la industria serícola, el de mayor uso industrial a nivel 
mundial es la crisálida del gusano de seda de la cual se obtiene el aceite de 
uso cosmético. Los cosméticos que contiene proteína extraída del capullo del 
gusano de seda son muy buenos para la piel seca, debido a su acción de 
bloquear rayos ultravioleta y de conservación de la humedad. 
 
Durante el proceso de cocinado del capullo, se desprenden grandes cantidades 
de proteína, la cual, si es almacenada, da como resultado un tónico que al 
utilizarlo restablece el pH capilar y previene la caída del cabello (2). 
 
 La Farmacia Carmen Bort, localizada en Valencia España, ofrece a nivel de 
productos cosméticos crema reestructurante cutánea (Cocoon Pure Silo 
Cream) que se obtiene a partir del extracto puro de crisálida. 
 
La Casa Cosmética Serumdal (España), ofrece productos cosméticos a base 
de extractos del gusano de seda en tres diferentes presentaciones; Aceite 
regenerador súper activo, aceite corporal masaje y crema de manos, los cuales 
son de aplicación tópica. Además, ofrece tratamientos capilares que regulan el 
flujo de las glándulas sebáceas, eliminando la caspa y frenando la caída del 
cabello, los cuales poseen un alto contenido proteínico y vitamínico. 
 
Las investigaciones realizadas sobre la crisálida del gusano de seda por la 
Casa Cosmética Serumdal sobre el análisis del extracto puso de manifiesto 
que: 
 
 El elevado contenido en ácidos grasos esenciales le confiere una 
importante influencia en las reacciones de formación de nuevas células, 
favoreciendo así la regeneración celular. 
 
 Tiene un efecto anti-radicales libres, protegiendo a las células de su 
envejecimiento, a su vez que su contenido de aminoácidos lo convierte 
en un eficaz agente natural de hidratación. 
 
 El extracto de crisálidas de seda se comporta como una emulsión 
liposomiada, lo que le dota de un extraordinario poder de penetración a 
través de los tejidos y una gran facilidad de incorporarse a las 
membranas celulares, revitalizándolas y reponiéndolas (1). 
 
Se han realizado análisis físico-químicos del aceite de crisálida de tres (3) 
razas diferentes, mostrando ligeras variaciones en cuanto a la composición 
entre las razas puras estudiadas y diferencias más significativas con respecto 
al Híbrido Pílamo I.  
 
Tabla 1. Características fisicoquímicas de las razas China, Japonesa e Híbrido 
Pílamo I. 
 
Raza Índice de 
refracció
n 
Densidad 
(g/ml) 
Índice 
acidez 
(% ácido 
oleico) 
Índice 
saponificación 
(mg/g) 
Índice 
Yodo 
(cg/g) 
Índice 
peróxidos 
(meq/kg) 
China (6) 1.4520 0.8986 6.08 219.05 112.86 0 
Japonesa (7) 1.4708 0.8714 6.09 220.38 113.82 0 
Híbrido 1.4520 0.8488 13.16 N.R. 89.22 0 
Pílamo I 
capullos 
dobles (15) 
N.R.; no reportado 
 
 
Tabla 2. Composición de ácidos grasos en aceite de crisálida de raza China, 
Japonesa e Híbrido Pílamo I. 
 
Ácidos grasos Raza China 
(%) 
Raza Japonesa 
(%) 
Híbrido Pílamo I 
capullos dobles 
(%) 
Linolénico  
Palmítico 
Esteárico 
Linoleico 
Araquídico 
Palmitoleico 
Behénico 
Oleico 
56.70 
19.97 
9.93 
9.66 
1.23 
0.78 
0.52 
56.23 
22.35 
9.18 
9.65 
0.83 
0.84 
0.43 
N.R. 
30.74 
11.79 
1.98 
N.R. 
N.R. 
N.R. 
55.49 
 
 
Según datos reportados el aceite de crisálida muestra similitud con aceites de 
uso alimenticio y cosmético, lo cual hace que sea viable la utilización de este 
para dichos fines antes mencionados. 
 
 
Tabla 3. Cantidad relativa (%) de ácidos grasos reportados para algunos 
aceites de uso alimenticio y cosmético. 
 
ACIDO GRASO PALMA 
(%) 
GIRASOL 
(%) 
MAÍZ 
(%) 
OLIVA 
(%) 
SÉSAMO 
(%) 
PALMISTE 
(%) 
GERMEN 
DE TRIGO 
(%) 
CAPROICO      < 0.8  
CAPRÍLICO      2.4 – 2.6  
CAPRICHO      2.6 – 5  
LÁURICO      41 – 55  
MIRÍSTICO 0 – 15     14 – 16  
PALMÍTICO 22 – 46 5 – 7 8 – 13 8 – 21 8 – 11 5 – 10 16 
PALMITOLEICO 0 – 2.5 < 0.5 < 1 1 – 4 < 0.3   
ESTEÁRICO 0.5 – 5 4 – 6 1 – 4 1 – 6 4 – 6 1.3 – 3  
OLEICO 36 – 68 15 – 25 24 – 
32 
53 – 
80 
37 – 42 12 – 19 17 
LINOLEICO 2 – 20 62 – 70 55 – 
62 
2 – 24 39 – 47 1 – 3.5 7 
LINOLÉNICO < 1  < 2 1 – 2 < 0.5  56 
ARAQUÍDICO < 0.5 < 1 < 1 < 0.5 < 1 < 1  
EICOSENOICO  < 0.5 < 0.5 < 0.5 < 0.4   
BEHÉNICO  < 1 < 0.5 < 1 < 0.5   
 
 
 
1.3 Aceites en cosmética 
 
Se han encontrado aceites con potencial cosmetológico como el aceite de 
Tamanú al que se le hallaron propiedades de cicatrización, antiinflamatoria, 
antibacterial, reumatismo,  y previene las erupciones de la piel, entre otras. 
 
Aceite de Oliva: Tiene un gran efecto acondicionador en todos los productos en 
el cuidado de la piel, mucho se conoce sobre el aceite de oliva, pero es 
absolutamente el mejor aceite que se puede utilizar para la piel, ya que 
humecta y permite que la misma respire. 
 
Aceite de Castor: Es un aceite natural extraído de la planta de castor.  Es un 
aceite que actúa como una barrera protectora para la piel. Tiene un alto 
contenido de ácido graso “Ricinoleico” el cual actúa como un humectante 
atrayendo humedad a la piel. Es utilizado en jabones como un agente  
humectante y acondicionador. 
 
Aceite de Coco: Se utiliza como humectante y actúa como una capa protectora, 
ayudando a retener la humedad en la piel. También actúa como un aceite 
suave y sedoso muy recomendado para piel irritada e inflamada y se 
recomienda para aquellos con piel sensible. Este aceite es sin lugar a dudas 
para la producción de las burbujas en los jabones. 
 
Aceite de Palma: Rico en proteínas y alto contenido de vitamina E. Este aceite 
trabaja muy bien como ingrediente base en la elaboración de jabones y 
cosméticos, especialmente como un agente para dar consistencia y dureza al 
jabón. 
 
Aceite de Aguacate: Rico en vitamina A, B1, B2, D y E; también contiene 
aminoácidos, esteroles, lecitina y otros ácidos grasos esenciales. Muy 
apropiado para aquellos con problemas en la piel como el eczema, soriasis y 
otras enfermedades de la piel (15). 
 
 
1.4 CULTIVO DE MORERA 
 
La morera es el alimento básico para los gusanos de seda que la consumen 
vorazmente y la transforman en capullos, que luego son devanados y 
convertidos en finos hilos, con los cuales se producen telas para la elaboración 
de múltiples confecciones. 
 
Colombia tiene en diferentes zonas, regiones óptimas para la producción de 
morera y en diferentes sitios se obtienen producciones superiores a las 50 
toneladas de la hoja de morera por hectárea anualmente, destacando que con 
30 toneladas es suficiente para la cría de 60 cajas y la obtención de 1800 Kg 
de capullo fresco por año. 
Por ser la morera el único alimento del Bombyx mori juega un papel 
importantísimo en los ingresos por venta de capullos, ya qua la cantidad y la 
calidad de la morera influirá en gran proporción en la cantidad y calidad del 
capullo producido. 
 
 
1.5 Clasificación y variedades de la morera 
 
Parece que la morera es originaria de la China o de la India; es una planta 
dicotiledónea, de la familia Moracea y las plantas pertenecientes a esta familia 
son clasificadas en 4 subfamilias, 55 géneros y cerca de 950 especies. El 
género Morus posee 950 especies y a su vez tiene miles de variedades. 
 
Los árboles de morera han sido distribuidos tanto a las zonas templadas como 
a las zonas subtropicales y tropicales en una gran cantidad de regiones en todo 
el mundo, predominantemente en el lejano oriente, sur y sureste asiático, sur 
de Europa, sur de Norte América, Noroeste Suramericano y parte del África. 
 
 
Clasificación de las especies de morera 
 
La clasificación taxonómica para la morera es la siguiente: 
 
DIVISION:  Spermatophyta 
CLASE:  Angiosperma 
SUBCLASE:  Dicotyledonea 
ORDEN:  Urticales 
FAMILIA:  Moraceae 
GENERO:  Morus 
ESPECIE:  alba 
 
Existen otros géneros en la familia Moraceae como Broussonetia, Ficus y 
Cudrania. 
 
Las características generales de una planta de morera son: 
 
Es un árbol perenne desciduo, con hojas alternas, los bordes de las hojas 
aserrados, la estípula de la base es pedical y con una salida temprana, hojas 
lanceoladas, inflorescencia en amento, dioica o monoica, carnosa, con frutos 
múltiples en forma de mora (2, 16). 
 
El género Morus incluye cinco importantes especies que son: 
 
Morus alba L. 
Morus nigra L. 
Morus rubra L. 
Morus tartarica L. 
Morus indica L. 
 
 
1.6 Morfología y fisiología de la Morera 
 
La morera es una planta perenne que consiste fundamentalmente de órganos 
vegetativos (raíces, tallos y hojas) y órganos reproductivos (flores y frutos). Así 
mismo, estos órganos presentan diferencias en su forma, estructura y 
funciones fisiológicas. Además, las condiciones climáticas externas, la 
aplicación de materia orgánica y los métodos de cultivo y manejo pueden 
también producir cambios en las características fisiológicas y morfológicas de 
la morera. 
 
 
Forma y estructura de la planta 
 
La raíz: La principal función de la raíz es la absorción y almacenamiento de los 
nutrientes, síntesis y anclaje de la planta en el suelo. Las partes ubicadas por 
debajo del suelo (raíces) y las ubicadas por encima (tallos y hojas) actúan 
conjuntamente y dependen incondicionalmente las unas de las otras para su 
supervivencia. Un sistema de raíces desarrollado con una fuerte capacidad de 
absorción, prometerá un crecimiento exitoso de las ramas y hojas el cual se 
tornará a su vez en beneficio para el sistema radicular. 
 
Las yemas: La yema es el cuerpo inicial de la rama, la hoja y la flor. 
Dependiendo de la variedad, las características y estructura morfológica de las 
yemas son de gran importancia para el cultivo, selección y mejoramiento. 
 
El tallo: El tronco, tallos y ramas de la morera suelen llamarse en su conjunto 
tallos. Su principal es transportar el agua y las sales minerales hacia arriba y 
enviar hacia abajo los productos de la fotosíntesis y otros materiales orgánicos, 
(17).  
 
La hoja: La hoja es el órgano en donde tiene lugar las actividades fisiológicas 
de fotosíntesis, transpiración y respiración. La hoja es la parte de la planta que 
se cosecha. La cantidad y calidad de las hojas producidas afecta directamente 
la producción de capullos. 
 
Flor, fruto y semilla: La mayoría de las flores de la morera son monosexuales; 
algunas son bisexuales. Ellas son pequeñas y sésciles y forman un racimo 
alrededor de un eje, así formadas se llaman el amento. El sexo de las flores 
depende de la variedad, algunas variedades son monoicas, otras diocas y 
algunas son andrógenas. Tanto las flores estaminadas (masculinas) como las 
pistiladas (femeninas) se encuentran en racimos separados. Los frutos al caer 
inician una floración denominada sorosis. La sorosis es verde al principio, pero 
gradualmente se torna roja y eventualmente se trona negro violeta significando  
que ya están maduras. Los frutos maduros de algunas pocas variedades se 
tornan rojos o blancos, en lugar de negro violeta. 
 
Las semillas de la morera son café amarillentas o amarillo brillantes en color, y 
carnosas y ovaladas en forma. Ellas están compuestas de una cubierta, el 
embrión y el endosperma. El endosperma almacena gran cantidad de grasa, 
cenizas y proteínas, las cuales se unen para satisfacer las necesidades de la 
semilla y su desarrollo (2, 16, 18). 
 
 
1.7 Valor nutritivo 
 
Un aspecto importante en la sericultura es el valor nutritivo de la morera. Las 
concentraciones de proteína, fibra, carbohidratos y minerales son parámetros 
que juegan un papel trascendental en la producción de capullos de seda. El 
valor nutricional de la morera depende de la variedad, de las condiciones de 
fertilidad del suelo, de factores climáticos y del estado de desarrollo de la 
planta.  
 
 
Tabla 4. Composición química de la morera (2). 
 
COMPOSICIÓN VALOR (%) 
HUMEDAD 72.80 
MATERIA SECA 27.70 
NITRÓGENO 3.02 
PROTEÍNA  18.89 
GRASA 4.62 
FIBRA 12.93 
CENIZAS 13.81 
FÓSFORO 0.14 
CALCIO 1.74 
MAGNESIO 0.14 
 
 
2. OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Obtener y caracterizar la materia insaponificable del aceite de crisálida de 
Bombyx mori L. Híbrido Pílamo I con el fin de contribuir al conocimiento de la 
composición del aceite y a nuevos usos potenciales. 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Extraer el aceite de crisálida de Bombyx mori L. Híbrido Pílamo I recién 
sacrificado. 
 
 Obtener y cuantificar la materia insaponificable del aceite según 
normatividad colombiana vigente para grasas y aceites animales y 
vegetales. 
 
 Fraccionar la materia insaponificable por Cromatografía en Columna 
(CC) y caracterizar los principales componentes utilizando 
Cromatografía de Capa Delgada (CCD) y espectrofotometría UV-VIS.  
 
 Realizar la caracterización preliminar de los compuestos mayoritarios de 
la materia insaponificable utilizando técnicas cromatográficas como 
Cromatografía de Gases (CG) o Cromatografía Liquida de Alta Eficiencia 
(CLAE). 
 
 Analizar los tocoferoles (vitamina  E) presentes en la materia 
insaponificable por Cromatografía de Gases (CG) o Cromatografía 
Líquida de Alta Eficiencia (CLAE). 
 
3. MARCO TEÓRICO 
 
 
3.1 VITAMINAS 
 
Son compuestos orgánicos que, en pequeñas cantidades, resultan 
indispensables para el buen funcionamiento del organismo; por lo general 
actúan como biocatalizadores, combinándose con proteínas para crear 
enzimas metabólicamente activas, que a su vez intervienen en distintas 
reacciones químicas por todo el organismo, participan en la formación de 
hormonas, células sanguíneas, sustancias químicas del sistema nervioso y 
material genético (19). 
 
 
3.1.1 CLASIFICACION DE LAS VITAMINAS 
 
Las vitaminas humanas identificadas se clasifican de acuerdo a su capacidad 
de disolución en grasa o en agua, se dividen en dos grandes grupos. El 
primero son las que se diluyen en agua y son llamadas hidrosolubles, en 
este grupo se encuentran la vitamina C y las que forman el complejo B, como: 
B1, B6 y B12; que no se pueden almacenar en el organismo, por lo tanto se 
deben consumir con frecuencia, preferiblemente a diario. El otro grupo está 
formado por las vitaminas que son solubles en aceite y se llaman 
liposolubles, entre las cuales se encuentran la vitamina A, D, E y K.  
 
 
3.1.1.1 VITAMINAS LIPOSOLUBLES 
 
Son las que se disuelven en disolventes orgánicos, grasas y aceites. Se 
almacenan en el hígado y tejidos adiposos, por lo que es posible, tras un 
aprovisionamiento suficiente, subsistir durante una época sin su aporte. 
 
 
Vitamina A 
 
 
 
Los carotenoides son pigmentos amarillos, naranjas y rojos presentes en 
muchas frutas y verduras. Varios de ellos son precursores de Vitamina A (ej. 
Beta-caroteno, gamma-caroteno y beta-criptoxantina) y debido a sus dobles 
enlaces conjugados pueden enlazar radicales libres. Bajos niveles de beta-
caroteno han sido relacionados con enfermedades cardiovasculares y cáncer, 
como también en el incremento de riesgo de infarto del miocardio entre 
fumadores (20). La vitamina A es necesaria para la visión, el crecimiento y el 
desarrollo del embrión.  La ceguera es una causa común de la deficiencia de 
esta (21). 
 
La vitamina A es un alcohol primario de color amarillo pálido que deriva del 
caroteno. Conocida como retinol, se presenta de dos formas: la vitamina A1 y 
la vitamina A2. Está solo presente como tal en los alimentos de origen animal, 
aunque en los vegetales se encuentra como provitamina A, en forma de 
carotenos, los cuales se transforman en vitamina A en el cuerpo humano (28). 
Se almacena en el hígado en grandes cantidades y también en el tejido graso 
de la piel (palmas de las manos y pies principalmente), por lo que podemos 
subsistir largos períodos sin su consumo (22, 23). 
 
 
Vitaminas D 
 
Calciferol 
 
Engloba a una serie de esteroles (vitamina D2 o calciferol, D3 o colecalciferol, 
D4, D5 y D6) que generan vitamina D por las radiaciones ultravioletas solares 
en la piel. Interviene en la formación de los huesos, así como en la absorción 
de calcio y fósforo en el intestino. También protege los dientes y huesos frente 
al bajo consumo de calcio y fósforo, siendo mejor aprovechado el existente. La 
carencia de vitamina D produce en los niños malformaciones óseas, caries 
dental y hasta raquitismo, una enfermedad caracterizada por la deformidad de 
la caja torácica y del cráneo y por piernas arqueadas. En los adultos puede 
presentarse osteoporosis, reblandecimiento óseo u osteomalacia. Dosis 
insuficientes de vitamina D puede contribuir a la aparición del cáncer de mama, 
colon y próstata (24, 25, 26, 27, 28). 
 
 
Vitaminas E 
  
 
 
Los tocoferoles y tocotrienoles son conocidos bajo el nombre genérico de 
vitamina E. La actividad biológica de la vitamina E se muestra en los 
tocoferoles y tocotrienoles, especialmente alfa-tocoferol. La reacción 
predominante de la actividad antioxidante para el tocoferol es donar un átomo 
de Hidrógeno, donde un radical tocoferoxil es formado. La vitamina E tiene 
efectos protectores entre las enfermedades coronarias debido a la inhibición de 
la oxidación del LDL (20, 29). El alfa-tocoferol es un antioxidante, cuya función es 
estabilizar la actividad de los radicales libres resultantes de la oxidación de los 
ácidos grasos insaturados en las membranas celulares. Por lo tanto, el 
tocoferol puede teóricamente prevenir dos radicales libres peroxi de atacar 
otras cadenas de ácidos grasos y producir más radicales libres (30). La 
participación de la vitamina E como antioxidante es de suma importancia en la 
prevención de enfermedades donde existe una destrucción de células 
importantes (31, 32, 33). 
 
 
Vitaminas K 
 
   
 
Vitamina K1 (Filoquinona)  Vitamina K2 (Menoquinona) 
 
La vitamina K se refiere a una  familia de compuestos liposolubles con una 
estructura química en común, 2-metil-1,4-naftoquinona. La filoquinona o 
vitamina K1 está presente en alimentos de origen vegetal; mientras que las 
menoquinonas tienen una longitud de cadena variable y son productos 
sintetizados por bacterias, principalmente por la flora intestinal. Las otras 
formas de la vitamina K se refieren a las menoquinonas, y difieren en la 
estructura de las filoquinonas en el lado lipofílico de la cadena (3-sustituidas). 
El mayor de las menoquinonas contiene 4-10 unidades isoprenoide repetidas, 
indicadas por MK-4 a MK-10 (34).  La vitamina K resulta necesaria para la 
coagulación sanguínea, mediante la formación de la protrombina (enzima 
necesaria para la producción de fibrina en la coagulación). La deficiencia de 
vitamina K en una persona normal es muy rara, solo puede ocurrir por una 
mala absorción de grasas. Su deficiencia produce alteraciones en la 
coagulación de la sangre y hemorragias difíciles de detener. Ciertos trastornos 
digestivos pueden generar problemas de absorción de vitamina K, y por tanto 
deficiencias en la coagulación de la sangre (35, 36, 37, 38). 
 
 
 
 
 
3.1.1.2 VITAMINAS HIDROSOLUBLES 
 
A diferencia de las vitaminas liposolubles, estas no se almacenan en el 
organismo,  haciendo que deban aportarse regularmente y sólo se puede 
prescindir de ellas durante algunos días. El exceso de vitaminas hidrosolubles 
se excreta por la orina, por lo que no tienen efecto tóxico por elevada que sea 
su ingesta. 
 
 
Vitaminas B 
 
Conocidas también con el nombre de complejo vitamínico B, son sustancias 
frágiles, solubles en agua, varias de las cuales son importantes para 
metabolizar los carbohidratos. Su característica principal es que se disuelven 
en agua, por lo que pueden pasarse al agua del lavado o de la cocción de los 
alimentos. Las más conocidas son la vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, 
vitamina B6 y vitamina B12. Como funciones se tienen que desempeñan un 
papel fundamental en el metabolismo de los glúcidos y lípidos, es decir, en la 
producción de energía. Tienen un efecto benéfico sobre el sistema nervioso y 
la actitud mental.  
 
La deficiencia en la dieta produce beriberi, pelagra, lesiones en la piel, en 
particular cerca de los labios y la nariz, así como sensibilidad a la luz 
(fotofobia) y provoca falta de atención, apatía, alergias y bajo rendimiento 
energético en general (19, 38, 39, 40). 
 
 
 
Vitamina C  
 
La vitamina C es también conocida como ácido ascórbico. El ácido L-ascórbico 
es un compuesto afín a los carbohidratos con propiedades ácidas y reductoras 
debidas al resto 2,3 enodiol, es un compuesto muy polar y por tanto, es muy 
soluble en disoluciones acuosas e insoluble en disolventes apolares. El ácido 
ascórbico es muy sensible a la oxidación, especialmente cuando la reacción 
está catalizada por iones metálicos, Cu 2+ y Fe 3+. Asimismo, el calor y la luz 
aceleran el proceso. En tanto que factores como el pH, la concentración de 
Oxígeno y la actividad del agua, influyen poderosamente en la velocidad de 
reacción. Una propiedad del Ácido ascórbico que frecuentemente no se tiene 
presente es su facultad de actuar a bajas concentraciones, como prooxidante 
con altas tensiones de Oxígeno. Probablemente esto se deba a la generación, 
mediada por el ascorbato, de radicales Hidroxilo (OH·) u otras especies 
reactivas (38). 
 
 
 
 
Esta vitamina es importante en la formación y conservación del colágeno, 
interviene en el metabolismo de las proteínas y  actúa como antioxidante (20). 
Como agente antioxidante protege la membrana celular de los daños de los 
radicales libres. La suplementación con ácido ascórbico es esencial para una 
variedad de funciones biológicas y fisiológicas, incrementando la resistencia a 
las enfermedades y sanando las heridas. La vitamina C debe ser suplida para 
la formación de componentes estructurales tal como los huesos, la síntesis de 
colágeno y tejido conectivo (41). También favorece la absorción de hierro 
procedente de los alimentos de origen vegetal. Así mismo parece prevenir la 
formación de nitrosaminas, compuestos que producen tumores (42). 
 
 
3.2 ESTEROLES 
 
Los esteroles constituyen un grupo de compuestos que se encuentran 
principalmente como sustancias naturales y tienen usualmente muchas 
funciones debido a sus actividades físicas y biológicas. Sus moléculas 
contienen 4 sistemas de anillos fusionados con 27-30 átomos de carbono con 
una cadena lateral en la posición C-17 (43). Estos son alcoholes parecidos al 
colesterol de los invertebrados, en términos de funciones, ambos estabilizan las 
bicapas lipídicas en las membranas celulares. Los esteroles presentes en las 
plantas contienen un grupo metilo o etilo extra o un doble enlace; y la cadena 
lateral contiene 9-10 átomos de carbono, en vez de 8 como en el colesterol. 
Estos han sido clasificados como 4-desmetilesteroles de la serie de colestano, 
los cuales tienen dobles enlaces en la posición C-5 del anillo. En las plantas, 
más de 200 diferentes tipos de esteroles han sido reportados, siendo los más 
abundantes el sitosterol, campesterol y estigmasterol. El ergosterol es el 
principal esterol de la levadura y es hallado en el maíz, semillas de algodón y 
maní.  El potencial de los esteroles presentes en las plantas está en la 
disminución de los niveles de colesterol LDL (lipoproteínas de baja densidad); 
protegiendo así de los riesgos cardiovasculares (44, 45, 46). 
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3.2.1 COLESTEROL 
 
El colesterol es un lípido encontrado en los tejidos corporales y en el plasma 
sanguíneo de los vertebrados e invertebrados. Se encuentra en altas 
concentraciones en el hígado, médula espinal y cerebro, piel y glándulas 
adrenales (47).  
 
Estructura química:  
 
  
El colesterol es un lípido esteroide, formado por una molécula de 
ciclopentanoperhidrofenantreno, constituida por cuatro carbociclos 
condensados o fundidos, denominados A, B, C y D, que presentan varias 
sustituciones:  
1. Dos radicales metilo en las posiciones C-10 y C-13.  
2. Una cadena alifática en la posición C-17.  
3. Un grupo hidroxilo en la posición C-3.  
4. Una insaturación entre los carbonos C-5 y C-6.  
 
En la molécula de colesterol se puede distinguir una cabeza polar constituida 
por el grupo hidroxilo, y una cola apolar formada por el carbociclo de núcleos 
condensados y los sustituyentes alifáticos. Así, el colesterol es una molécula 
tan hidrofóbica que el máximo de colesterol libre en agua es de 10-8 M y, al 
igual que los otros lípidos, es bastante soluble en disolventes apolares como el 
cloroformo (48).  
 
Los productos de oxidación del colesterol son un número de compuestos que 
se forman durante el almacenamiento o procesamiento, particularmente bajo 
tratamiento térmico. Como es un alcohol insaturado, el colesterol es susceptible 
a la oxidación en presencia de luz, oxígeno y elevadas temperaturas. La 
relevancia toxicológica de estos productos de oxidación resulta de su potencial 
citotoxicidad mutagénica y posibles efectos carcinogénicos (47, 49).  
 
 
3.3 Extracción Soxhlet 
 
Consiste en un método de extracción sólido-líquido, que se utiliza 
generalmente para aislar los componentes lipídicos de una muestra, por medio 
de un solvente apolar. Es un método de extracción directa, aplicable a 
alimentos en general, aunque con excepción de aquellos en los que la grasa 
está recubierta (como los productos lácteos) para la obtención de la fracción de 
grasa libre de la muestra para su posterior caracterización. 
Los solventes más utilizados para extraer la grasa libre son el Éter etílico o el 
Éter de petróleo, y para fines de cuantificación de grasa se requiere una 
muestra anhidra, para no extraer compuestos como azúcares y otros (50). 
 
 
3.4 Saponificación 
 
La determinación de la materia insaponificable sirve para determinar la pureza 
de las grasas o aceites y para su evaluación. Incluye los componentes 
naturales insaponificables extraíbles con determinados solventes lipófilos, tales 
como esteroles, hidrocarburos, alcoholes; etc. 
 
Se denomina fracción insaponificable a la suma de aquellos componentes de 
una grasa o aceite que se pesan como residuo no volátil después de la 
saponificación a partir de una disolución acuosa alcalina tras la extracción con 
Éter etílico o Éter de petróleo. 
 
Las grasas se saponifican con Hidróxido de potasio metanólico y los 
insaponificables se extraen con Éter de petróleo a partir de la solución de jabón 
diluida, el residuo se pesa después de la evaporación del disolvente y posterior 
secado (50). 
 
 
3.5 CROMATOGRAFÍA 
 
 
Generalidades 
 
Es un método utilizado principalmente para la separación de componentes de 
una muestra, en la cual los componentes son distribuidos entre dos fases una 
de las cuales es estacionaria mientras que la otra es móvil. La fase estacionaria 
puede ser un sólido, un líquido soportado sobre un sólido, o un gel. Esta puede 
ser empacada en una columna, extendida como una capa, o distribuida como 
una película, etc. Mientras que la fase móvil puede ser líquida o gaseosa (51, 52). 
 
 
3.5.1 Cromatografía en Capa Delgada (CCD) 
 
La cromatografía en capa delgada conocida como TLC es un procedimiento 
rápido y sencillo para separar mezclas de sustancias, para 
identificar/caracterizar o para determinar semicuantitativamente componentes 
individuales. La separación se basa en que las sustancias del analito se 
reparten de modo diferencial entre una fase estacionaria y otra móvil. En la 
TLC el eluyente (fase móvil) se desplaza por una fina capa de sorbente (fase 
estacionaria), transportando así los componentes individuales de la mezcla 
dependiendo de la solubilidad y/o de su comportamiento frente a la adsorción. 
El recorrido particular de cada sustancia (Valor Rf) se emplea así para su 
identificación. 
 
Las separaciones se realizan por el procedimiento “ascendente”, introduciendo 
el borde inferior de la placa cromatográfica en el solvente, que será succionado 
por acción de las fuerzas capilares del recubrimiento de la superficie de la 
placa (50, 53). 
 
 
Relación de frente (Rf) 
 
La constante Rf es simplemente una manera de expresar la posición de un 
compuesto sobre una placa como una fracción decimal, mide la retención de un 
componente. Se define como: 
 
La distancia recorrida por el compuesto se mide generalmente desde el origen 
al centro de la mancha, los cálculos se simplifican si el denominador es 10. 
Para que los Rf sean reproducibles deben ser fijadas una serie de condiciones 
(Espesor de la placa, fase móvil, fase estacionaria, cantidad de muestra). El 
máximo valor de Rf que se puede alcanzar es de 1, lo ideal es un Rf entre 0.65 
y 0.7 (51, 52, 53). 
 
 
Adsorbentes 
 
Al realizar la elección del adsorbente se debe tener en cuenta el tamaño de las 
partículas del adsorbente, cuanto más finamente dividido esté mayor será su 
adhesión al soporte, aunque también se le puede añadir un adherente (yeso).  
 
Sílica gel 
 
El gel de sílice o ácido silícico es uno de los más utilizados, es débilmente 
ácido, su pH oscila entre 4-5. Con lo cual no se deberá utilizar con sustancias 
que se corrompan con los ácidos. Los geles de sílice normales suelen contener 
impurezas de hierro y/o aluminio, este factor también se debe tener en cuenta 
respecto al uso de componentes. El tamaño del grano suele ser de 10 a 40 
micras (µ) y el tamaño de poro varía de 20 a 150Å.  
 
Generalmente lleva incorporado un agente aglomerante, yeso (sulfato de calcio 
semihidratado), para proporcionar firmeza al adsorbente. También han sido 
incorporados dos indicadores del ultravioleta, juntos o por separados (amarillo 
y/o verde), en diversos tipos de gel de sílice (53). 
Reveladores 
 
Se pueden clasificar los métodos disponibles de visualización de dos formas: 
como no destructivos y destructivos. El método no destructivo consiste en la 
revelación de las manchas que a simple vista no se pueden observar, pero sin 
destruir el componente que se quiere visualizar; mientras que en el método 
destructivo el revelador reacciona con el componente  de la muestra  para dar 
un producto coloreado el cual puede ser visto en la región visible. 
 
 
Tabla 5. Reveladores específicos para algunos compuestos orgánicos. 
 
Compuesto Revelador 
Alcoholes Nitrato cérico amónico 
Aldehídos y cetonas 2,4-Dinitrofenilhidrazina 
Alcaloides Tiocianato de Cobalto (II) 
Aminoácidos Ninhidrina 
Aminas Alizarín 
Carbohidratos p-Anisaldehído 
Ácidos carboxílicos Verde de Bromocresol 
Esteres y amidas Hidroxilamina/Nitrato férrico 
Lípidos  Rodamina B 
Fosfolípidos Reactivo de Dragendorff`s 
Pesticidas Difenilamina/Zinc 
Fenoles Vanadato de amonio/Anisidina 
Esteroides Anisaldehído/Tricloruro de antimonio 
Terpenos Acido fosfomolíbdico 
 
Reveladores generales o universales  
 
Vainillina/ Acido sulfúrico 
Vapores de Yodo (53). 
 
 
3.5.2 Cromatografía en columna  
 
En la cromatografía en columna (c. adsorción), la mezcla se coloca sobre una 
fase estacionaria sólida sobre la cual se adsorberán los componentes. Los 
sólidos que se emplean como adsorbentes son óxidos metálicos, óxidos 
hidratados y sales, siendo los más utilizados la gel de sílice y la alúmina, y en 
casos especiales carbón activo o polvo de poliamida.  Luego, se hace pasar 
una fase móvil sobre el sólido (un solvente puro o mezcla de solventes), 
estableciéndose una competencia por las sustancias de la mezcla entre la fase 
estacionaria y la fase móvil.   
 
Dependiendo de las características de cada compuesto de la mezcla, algunos 
tenderán a quedarse más retenidos en el sólido, mientras que otros avanzarán 
con el paso del solvente.  Así, por la diferente estructura química de los 
componentes de una mezcla permite la separación de los mismos. 
 
La cantidad de muestra en este tipo de operaciones es muy importante, pues el 
poder adsorbente de la superficie disminuye con el incremento de la muestra, 
ya que se ocupan primero los centros más activos. La relación de adsorbente a 
muestra suele ser del orden de 1000: 1 para capa fina y 100:1 si es en 
columna. Si bien el comportamiento de los componentes depende de varios 
factores, en muchos casos se pueden hacer algunas predicciones: 
 
 Para compuestos de peso molecular comparable, aquellos que tengan 
una polaridad mayor tienen menor tendencia a moverse del punto de partida. 
  Para compuestos de polaridad comparable, quedan más retenidos 
aquellos que posean el peso molecular más grande (51, 52). 
 
 
3.5.3 Separación en fase sólida (SFS) 
 
La extracción es fase sólida es esencialmente una técnica de separación 
basada en los mismos principios de la cromatografía líquida, con un poder de 
resolución menor, pero con buena selectividad. En cualquier sistema de 
extracción en fase sólida se encuentran a saber: 1) la muestra problema que 
contiene los analitos en una matriz compleja, 2) la fase estacionaria o soporte 
sólido (cartucho) y 3) los solventes de acondicionamiento, lavado y elución. Los 
componentes de la muestra se separan por migración diferencial desde la fase 
estacionaria hasta los solventes de lavado y elución, atendiendo a las 
diferencias en cuanto a las propiedades físicas o químicas, las cuales 
favorecen las fuerzas de retención para algunos compuestos y las fuerzas de 
elución para otros.  
 
La mayoría de las fases estacionarias utilizadas para extracciones en fase 
sólida son de sílica gel o modificaciones de esta con tamaños de partícula en 
promedio de 40 µm y tamaños de poro por lo general de 60 Å, exceptuando 
aquellas usadas en las separaciones por tamaño molecular.  
 
La retención de los analitos en los cartuchos se realiza mediante diversos 
mecanismos. Los más corrientemente utilizados son: adsorción, partición en 
fase ligada normal y reversa, intercambio iónico, apareamiento iónico, 
complejación con iones metálicos, exclusión molecular y filtración en gel (54). 
 
 
 
 
 
3.5.4 Cromatografía de gases (CG) 
 
Esta cromatografía permite la separación de compuestos orgánicos e 
inorgánicos térmicamente estables y volátiles. Estas características (estabilidad 
térmica y volatilidad) hacen que sólo sean capaces de ser separados y 
analizados por este método el 20% de los compuestos conocidos.  En esta 
técnica la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna 
cromatográfica. La elución se produce por el flujo de una fase móvil de un gas 
inerte, donde esta no interacciona con las moléculas del analito; su función 
única es la de transportar el analito a través de la columna. Existen dos tipos de 
cromatografía de gases: cromatografía gas-sólido y cromatografía gas-líquido. 
En la cromatografía gas-sólido se produce la retención de los analitos en una 
fase estacionaria sólida como consecuencia de la adsorción física; y la 
cromatografía gas-líquido se basa en la distribución del analito entre una fase 
móvil gaseosa y una fase líquida inmovilizada sobre la superficie de un sólido 
inerte (52). 
 
Un cromatógrafo de gases consiste en varios módulos básicos ensamblados 
para: 1) proporcionar un gasto o flujo constante del gas transportador (fase 
móvil), 2) permitir la introducción de vapores de la muestra en la corriente de 
gas que fluye, 3) contener la longitud apropiada de fase estacionaria, 4) 
mantener la columna a la temperatura apropiada (o la secuencia del programa 
de temperatura), 5) detectar los componentes de la muestra conforme eluyen 
de la columna, y 6) proveer una señal legible proporcional en magnitud a la 
cantidad de cada componente (55).  
 
Detector de Conductividad Térmica (TCD): El detector de conductividad 
térmica utiliza un filamento caliente colocado en el flujo de gas emergente. La 
cantidad calor por conducción que pierde el filamento hacia las paredes del 
detector depende de la conductividad térmica de la fase gaseosa. Un filamento 
de tungsteno dentro de una bloque metálico se calienta hasta una temperatura 
constante, pero menor que la del rojo opaco, con una fuente regulada de 
corriente directa. La pérdida de calor del filamento hacia el bloque metálico es 
constante cuando pasa solo gas portador por el detector. Por lo tanto, la 
presencia incluso de cantidades pequeñas de materiales orgánicos produce 
una disminución relativamente grande en la conductividad térmica del eluyente 
de la columna. Se mide la diferencia de temperatura entre el filamento de 
referencia y el del efluente (56). 
 
Detector de Ionización de Llama (FID): En el se mide, registra y amplifica el 
flujo iónico resultante de la ionización de las moléculas en una llama  de 
Hidrógeno (gases de combustión necesarios: Hidrógeno y aire comprimido). El 
FID es un detector de los denominados universales o inespecíficos, 
especialmente adecuado para medidas cuantitativas. Es un detector 
dependiente del flujo de masa, es decir, la señal es tanto mayor, cuanta más 
sustancia se ioniza en la llama en la unidad de tiempo (g/s) (50). 
Detector de captura de electrones (ECD): En este detector el eluyente de la 
columna pasa entre dos electrodos, uno de los cuales tiene en su superficie un 
radioisótopo que emite electrones de alta energía (partículas beta) conforme 
decae. Estos bombardean el gas portador, lo que da como resultado la 
formación de un plasma de iones positivos, radicales y electrones térmicos por 
medio de una serie de colisiones elásticas e inelásticas. Al aplicar una 
diferencia de potencial a la celda de captura de electrones se logra la 
recolección de los electrones térmicos que conforman la corriente permanente, 
o señal de la línea base, mientras pasa solo gas portador. Los compuestos que 
absorben electrones en la corriente del gas portador reaccionan con los 
electrones térmicos para producir iones negativos de mayor masa. La 
disminución en la corriente del detector constituye la base cuantitativa de la 
operación del detector (55).   
 
Detector fotométrico de llama (FFD): Los detectores de ionización de llama 
poseen filtros ópticos para seleccionar las longitudes de onda específicas de 
cada especie. Estos detectores se utilizan ampliamente para la determinación 
específica de compuestos que contiene azufre y fósforo, pero también se 
emplean para la detección de algunos iones metálicos específicos (56).  
 
 
Espectrometría de masas. 
 
La operación inicial consiste en la producción de un flujo constante de vapor de 
la muestra. Si esta no se puede vaporizar sin que se descomponga en las 
condiciones reinantes en la cámara de vaporización, hay que transformarla en 
un derivado más volátil. El vapor producido se transfiere por un orificio durante 
todo el periodo de medición del espectro a la cámara de ionización. La ionización 
se consigue irradiándola con la luz ultravioleta de longitud de onda corta 
(fotoionización), desorbiéndola de una superficie mediante la aplicación de un 
campo eléctrico o con un haz  de electrones; el cual se produce a voltaje 
variable, por un filamento de wolframio mantenido a una temperatura apropiada 
(aprox. 1800º); los iones producidos se recogen en un electrodo. 
 
Otro electrodo con un pequeño potencial positivo, expulsa los iones a una 
cámara electrostática, donde se someten a la acción de un campo eléctrico de 
unos varios miles de voltios (aprox. 3000v). El ion, acelerado en forma 
conveniente, entra por una ranura al analizador magnético. En este, un tubo 
curvo situado en un campo magnético, se mantendrá en una trayectoria central 
si su fuerza centrífuga está en equilibrio con la fuerza centrípeta del campo. 
Dado que el tubo tiene un radio fijo, si se mantiene constante el voltaje del 
acelerador, a cada ion o iones caracterizados por la misma relación masa/carga 
corresponderá a una determinada intensidad del campo magnético que los hará 
llegar al colector situado en el centro de la sección del tubo; en el instante  en 
que todos los iones de determinado valor m/e inciden sobre el electrómetro, 
todos los demás se pierden por el sistema de vacío del aparato. La de cada haz 
iónico dotado de una relación específica m/e que sale del analizador, se puede 
medir directamente por el método de captura o indirectamente, tras haberlo 
transformado en electrones, por medio de un electrómetro. Cuando se desea el 
em de una muestra, es aconsejable indicar su volatilidad, mencionando el punto 
de fusión o el punto de ebullición, según el caso.  
 
Es posible obtener espectros de masa  a partir de cantidades relativamente 
pequeñas, lo cual posibilita el acoplamiento de un espectrómetro de masa a un 
cromatógrafo de gases, una de las combinaciones de aparatos más eficiente 
para la identificación y el estudio de sustancias difíciles de aislar en cantidad 
apreciable (57). 
 
 
3.5.4.1 Análisis Cualitativo 
 
Un cromatograma proporciona solo un elemento de información cualitativa 
acerca de cada una de las especies de la muestra, a saber su tiempo de 
retención o su posición en la fase estacionaria tras un cierto periodo de elución. 
Por supuesto que a partir de cromatogramas obtenidos con diferentes fases 
móviles y estacionarias a diversas temperaturas de elución, se puede obtener 
datos adicionales. Es claro que es una herramienta que se utiliza ampliamente 
para reconocer la presencia o ausencia de componentes en mezclas que 
contengan un número limitado de posibles especies de la que se conozca su 
identidad. Es importante considerar que, aunque los cromatogramas no 
conducen a una identificación positiva de especies dentro de la muestra, 
proporcionan a menudo la evidencia segura de la ausencia de ciertos 
compuestos. Así si en la no aparece un pico con el mismo tiempo de retención 
que el patrón en las mismas condiciones, se puede asumir que el compuesto 
en cuestión está ausente (o está presente a una concentración por debajo del 
límite de detección del procedimiento) (52). 
 
 
3.5.4.2 Análisis Cuantitativo 
 
La cromatografía en columna cuantitativa se basa en la comparación de la 
altura, o del área, del pico del analito con la de uno o más patrones. 
 
-La altura de un pico cromatográfico se obtiene uniendo las líneas base a cada 
lado del pico por una línea recta, y midiendo la distancia vertical desde esta 
línea al pico. 
-Para picos simétricos y de ancho razonable, se multiplica la altura del pico por 
su anchura a la mitad de su altura. 
-El método del patrón interno consiste en introducir en cada estándar y en la 
muestra una cantidad exactamente medida del patrón interno, y la relación de 
las áreas (o alturas) del analito y del patrón interno sirve como parámetro 
analítico (52). 
3.5.5 Cromatografía de gases/espectrometría de masas (GC/MS) 
 
La cromatografía de gases/espectrometría de gases (GC/MS) se ha convertido 
en una de las más poderosas herramientas para el análisis de mezclas 
orgánicas y bioquímicas complejas al alcance de los químicos. En este caso, se 
efectúan los espectros de los compuestos que salen de la columna 
cromatográfica. Estos espectros son almacenados en un ordenador para el 
subsiguiente procesado. La espectrometría de masas se puede acoplar a la 
cromatografía de líquidos (LC/MS) para el análisis de muestras que tienen 
componentes no volátiles. El mayor problema que se ha de superar en el 
desarrollo de ambos métodos acoplados es que la muestra está en la columna 
cromatográfica muy diluido por el gas o el líquido portador que atraviesa la 
columna. Por tanto, se han tenido que desarrollar métodos para eliminar el 
eluyente antes de introducirlo en el espectrómetro de masas (20). El 
espectrómetro de masas es un detector universal para cromatografía de gases, 
ya que cualquier compuesto que pueda pasar a través de un cromatógrafo de 
gases se convierte en iones en un espectrómetro de masas. Al mismo tiempo, la 
naturaleza altamente específica hace de él un detector de cromatografía de 
gases muy específico. La cromatografía de gases es un separador ideal; 
mientras que la espectrometría de masas es excelente para la identificación. El 
objeto de un arreglo de acoplamiento es el de operar tanto el cromatógrafo de 
gases como el espectrómetro de masa sin degradar el funcionamiento de 
ninguno de los instrumentos (55).  
 
 
3.5.6 Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia. (CLAE) 
 
Como su nombre lo indica, en la cromatografía líquida (CL) la fase móvil es un 
líquido. El gran poder de la cromatografía líquida reside en la combinación de un 
alto intervalo de posibles propiedades de la fase móvil, junto con la elección de 
numerosos tipos de fases estacionarias, significativamente diferentes, así como 
una amplia variedad de detectores. Los diferentes tipos de cromatografía líquida 
también se clasifican atendiendo a la interacción que se produce entre la fase 
estacionaria y el soluto. Según esta clasificación se denominan cromatografías 
de fase normal, de fase reversa, de intercambio iónico y de filtración en gel. 
Algunas fases estacionarias se diseñan para que interaccionen con grupos 
químicos específicos. La cromatografía en la que la fase estacionaria presenta 
puntos activos para los grupos específicos se llama cromatografía de afinidad. 
La fase estacionaria también puede estar hecha con grupos quirales unidos a 
ella. 
 
Es importante entender que la separación por CL no se produce por un único 
tipo de interacción entre los analitos y la fase estacionaria. Siempre hay otras 
interacciones además de la mencionada, pero la que predomine indicará el tipo. 
 
Cromatografía líquida en fase normal: La fase sólida es más polar que la fase 
móvil. Las fases estacionarias son normalmente polímeros inorgánicos (sílice o 
alúmina) con un gran número de poros de tamaño molecular (de pocos nm a 
decenas de nm), de manera que su área superficial es muy grande. La polaridad 
del disolvente es el que determina los volúmenes de elución. Con disolventes 
más polares los solutos se mueven más rápidamente y eluyen antes. 
 
Cromatografía líquida en fase reversa: La fase estacionaria es menos polar 
que la fase móvil. Se utilizan fundamentalmente dos tipos de fases, estando la 
más común formada por grupos no polares unidos a la sílice (-CH3, -C8H17, y -
C18H37). De ellos, la cadena de 18 carbonos (gripo octadecilo) es la más común. 
El segundo tipo de fase estacionaria usada está compuesto de partículas 
esféricas de polímero orgánico. Un polímero típico es una resina compuesta de 
poliestireno y divinilbenceno. La cromatografía en fase reversa es relativamente 
popular ya las separaciones en fase reversa los picos tienden a ser agudos y 
simétricos y el equilibrio en las reacciones adsorción/desorción tiende a ser 
rápido (56).  
 
 
Detectores 
 
Los detectores en cromatografía líquida son de dos tipos básicos. Los 
detectores que se basan en la medida de una propiedad de la disolución 
responden a una propiedad del efluente, tal como el índice de refracción, la 
constante dieléctrica, o la densidad, que se modifica por la presencia de los 
analitos. Por el contrario, los detectores basados en una propiedad del soluto 
responden a alguna de las propiedades del soluto, como la absorbancia en el 
UV, fluorescencia o corriente límite, que no son inherentes a la fase móvil. 
 
Detector Ultravioleta: Muchos detectores de absorbancia son dispositivos de 
doble haz, en donde uno de los haces pasa por la cubeta de flujo y el otro a 
través de un filtro que reduce la intensidad. Para comparar las intensidades de 
los dos haces se utilizan detectores fotoeléctricos contrastados. En cualquier 
caso, el cromatograma consiste en una representación del logaritmo del 
cociente de las dos señales detectadas en función del tiempo (52). 
 
Un detector de longitud de onda fija utiliza una fuente de luz que emite con 
intensidad luminosa máxima a una o varias longitudes  de onda discretas, que 
se aíslan por medio de filtros apropiados. Utiliza una lámpara de mercurio de 
presión media, se puede seleccionar longitudes de onda de 254, 280, 313, 334 
y 365 nm por medio de filtros de interferencia con paso de banda estrecho. Un 
detector de longitud de onda variable es un espectrofotómetro UV-vis con paso 
de banda relativamente amplio, acoplado a un sistema cromatográfico. Y un 
detector de barrido de longitud de onda utiliza dispositivos de diodos de estado 
sólido, los cuales trabajan en paralelo, destacando simultáneamente todas las 
longitudes de onda (55). 
Detector de Índice de Refracción: Un refractómetro diferencial detecta la 
diferencia en el índice de refracción entre la fase móvil (referencia) y el 
eluyente de la columna. Responde a cualquier soluto cuyo índice de refracción 
sea significativamente diferente del de la fase móvil. Los refractómetros 
diferenciales operan con uno de dos principios. El de tipo deflector mide la 
desviación de un haz de luz monocromática producido por un prisma doble y el 
de tipo reflexivo mide el cambio en el porcentaje de luz reflejada en una 
interficie vidrio-líquido conforme varía el índice de refracción del líquido (55). 
 
Detector Electroquímico: La detección electroquímica depende de las 
características voltamperométricas de las moléculas de soluto en una fase 
móvil acuosa u acosa-orgánica. Los transductores amperométricos miden la 
corriente a un potencial controlado como función del tiempo. Es bastante 
selectivo, porque sólo ciertos analitos se oxidan o se reducen con facilidad. 
Pueden detectarse por oxidación: fenoles, aminas aromáticas, peróxido y 
mercaptanos. Por reducción: cetonas, aldehídos y nitrilos (52). 
 
Detector de fluorescencia: La fluorescencia se detecta por medio de un 
detector fotoeléctrico colocado perpendicularmente respecto al haz de 
excitación.  
 
Los detectores más sencillos utilizan una fuente de excitación de mercurio, y 
uno o más filtros para aislar la radiación emitida. Los instrumentos más 
sofisticados consisten en una fuente de radiación de xenón y emplean un 
monocromador de red para aislar la radiación fluorescente (52). 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. METODOLOGIA 
 
 
4.1 Muestras de análisis  
 
Se emplearon crisálidas frescas de gusano de seda Bombyx mori Linn híbrido 
Pílamo 1 provenientes de Buga región del Valle del Cauca. Estas fueron luego 
transportadas por vía terrestre a la Universidad Tecnológica de Pereira; donde 
posteriormente fueron sacrificadas por calentamiento en una estufa a 100 ºC 
durante 2 h y llevadas a sequedad, utilizando aire seco caliente durante 72h 
con una temperatura de 60 ºC. Finalmente, se conservaron en congelador a 
una temperatura de 21 ºC bajo cero, para análisis posteriores (6). 
 
 
4.2 Extracción del aceite 
 
El aceite de crisálida se obtuvo realizando extracciones líquido-sólido 
empleando como técnica soxhlet. Se partió de 40 g de crisálida seca, 
extrayendo con 400 mL de Hexano durante 4 horas (relación 1:10); según 
resultados obtenidos en estudios previos (58). El extracto orgánico fue 
concentrado en rotavapor hasta obtener el aceite, el cual fue guardado en 
frasco ámbar y conservado a temperatura ambiente. 
 
 
4.3 Saponificación 
 
La saponificación del aceite de crisálida y la cuantificación de la materia 
insaponificable obtenida se realizó según Norma Icontec NTC 235-2 (59).  
 
 
4.4 Cromatografía en Columna 
 
Se prepararon microcolumnas (pipetas Pasteur); empleando como adsorbente 
Sílica gel 60 con un tamaño de partícula de 70-230 mesh para una relación en 
peso de Sílica-muestra de de 1: 20 (0.5 g: 0.025g). Se acondicionó la columna 
con 4mL de Hexano, se llevó a sequedad y se procedió a aplicar la muestra. 
Las eluciones se realizaron con dos sistemas de solventes y las fracciones 
obtenidas se recolectaron en recipientes diferentes para su posterior 
caracterización (60). 
 
 
Fraccionamientos (61).  
 
Se utilizaron los sistemas de elución: 
 
1. Hexano: Acetato de Etilo  
2. Hexano: Diclorometano  
 
 
Tabla 6. Sistemas de solventes empleados en la cromatografía en columna. 
 
  
Fracción Fraccionamiento 1 
Hexano: Acetato de Etilo 
Relación Volumen (mL) 
F1 9: 1 5 
F2 8: 2 3 
F3 Acetato de Etilo 3 
 Fraccionamiento 2 
Hexano: Diclorometano 
Relación Volumen (mL) 
F4 9: 1 5 
F5 Diclorometano 2 
F6 Acetona 1 
 
 
4.5 CARACTERIZACIÓN PRELIMINAR 
 
4.5.1 Análisis por Cromatografía en Capa Delgada. 
 
Todas las fracciones obtenidas  por cromatografía en columna a excepción de 
la fracción F6 se evaluaron por cromatografía en capa delgada. Se emplearon 
placas de 7.8 x 2.5 cm preparadas en el laboratorio (ver anexo 1), la siembra 
se hizo por duplicado en las placas activadas y se empleó como fase móvil los 
cuatro sistemas de solventes que se nombran a continuación:  
 
S1= Hexano: Éter etílico: Acido Acético (8: 2: 0.1) 
S2= Cloroformo: Éter etílico (9:1) (62) 
S3= Éter etílico: Cloroformo (1:1) (63) 
S4= Cloroformo: Acetona: Metanol: Acido Acético (10: 4: 2: 1) (64) 
 
Cada fracción se analizó por triplicado; utilizando como reveladores Vainillina-
Acido Sulfúrico y Acido fosfomolíbdico para los sistemas S1, S2 y S3 y Vapores 
de Yodo para el sistema S4.  
 
El revelador de Vainillina/Acido Sulfúrico se preparó disolviendo 1g de Vainillina 
en 100mL de Etanol absoluto y adicionando 1 mL de Acido Sulfúrico (53) y el 
Acido Fosfomolíbdico se preparó al 10 % en Etanol absoluto. (63, 65). 
 
 
 
 
4.5.2 Análisis espectrofotométrico Ultravioleta-visible (UV-vis). 
 
Las fracciones F1, F3, F4 y F5 se analizaron por Espectrofotometría UV-vis, 
haciendo un barrido espectral entre las regiones comprendidas entre 250 y 700 
nm utilizando celdas de cuarzo como recipientes tanto para los blancos como 
para las muestras; según literatura (66). 
 
 
Identificación de Vitamina A 
 
Se pesó 0.12g de aceite de crisálida fresco y se disolvió en 0.5 mL de Hexano, 
este fue fraccionado por cromatografía en columna empleando Sílica gel 60 de 
tamaño de partícula de 70-230 mesh como adsorbente y Hexano-Éter etílico 
como eluyentes. Las fracciones obtenidas fueron luego analizadas por UV-vis; 
según estudios previos (67). 
 
 
4.6 Cromatografía de Gases acoplado a masas (CG-MS) 
 
El análisis cromatográfico de las fracciones F1, F3 y F6 (ver tabla 2) se realizó 
en un cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas (GCMS-
QP2010 Shimadzu). 
 
Las condiciones cromatográficas utilizadas fueron: 
 
Columna capilar Rtx-5sil MS Crossbond 
    
Longitud: 30 m 
    
Diámetro: 0.25 mm 
    
Fase: 5% difenil/95% dimetilpolisiloxano 
    
 
Programación de temperatura 
 
T1: 150ºC/2 minutos 
 
    R1: 8ºC/minuto 
 
   T2: 320ºC/6 minutos  
 
   Tiempo total de corrida: 30 minutos 
 
 
Inyector  Automático: AOC-20i Autoinjector Shimadzu 
 
   Temperatura: 310 ºC 
 
   Volumen de inyección: 1.0 µL 
 
   Modo de inyección: Split 
 
 
Gas   Gas transportador: He 
 
Flujo total: 6.4 mL/minuto 
 
Presión: 101.4 kPa 
 
 
Detector  Tipo: Espectrómetro de masas  
 
   MS-UP2010 system 
 
   Temperatura del detector: 260ºC 
 
   Ionización por impacto electrónico a 70 eV 
 
 
4.7 Determinación y cuantificación de Vitamina E por HPLC 
 
Se realizó el análisis de Vitamina E al aceite de crisálida Bombyx mori L. 
Híbrido Pílamo I por cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), empleando 
un detector de fluorescencia (FL). Se evaluó la presencia de tocotrienoles (α-
tocotrienol, β-tocotrienol, δ-tocotrienol y γ-tocotrienol) y tocoferoles (α−tocoferol, 
β-tocoferol, δ -tocoferol, γ-tocoferol). Se empleó una columna Merck, 
Chromolith RP-18e (4.6 x 100 mm). La determinación se basó en la 
metodología descrita por Pascal et al., 2004 con modificaciones hechas en el 
Laboratorio de Caracterización de Aceites de CENIPALMA. Para la 
cuantificación de tocoferoles y tocotrienoles se empleó el método de estándar 
externo, utilizando patrones certificados de CALBIOCHEM (Tocotrienol Set Cat. 
No. 613432), CALBIOCHEM (Tocopherol Set Cat. No. 613424). Este análisis 
se realizó en el centro de investigación CENIPALMA. 
5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
5.1 Descripción del aceite 
 
El aceite fue traslúcido y presentó color amarillo como se aprecia en la figura 1.  
 
 
 
 
Figura 1. Aceite de crisálida Híbrido Pílamo I. 
 
 
 
5.2 Descripción de la materia insaponificable 
 
Una vez extraído el aceite, se procedió a realizar la saponificación. La materia 
insaponificable obtenida presentaba una coloración amarilla-anaranjada con 
una cristalización particular (se podían ver una especie de agujas en forma 
radial alrededor de la materia insaponificable), su olor se podía relacionar al de 
las cenizas del cigarrillo, posiblemente por la presencia del ácido nicotínico 
presente en la morera (2) y probablemente esté dentro del tracto digestivo del 
gusano como residuo de la alimentación (68). La textura era similar a la de las 
ceras.  
 
 
 
 
Figura 2. Materia insaponificable. 
5.3 Cuantificación de la materia insaponificable 
 
La materia insaponificable fue cuantificada según Norma Icontec 235-2. La 
cuantificación se realizó por triplicado. Se obtuvo una cantidad de materia 
insaponificable de 1.94 % con respecto al aceite de crisálida. Al comparar esta 
cantidad con valores reportados para aceites de origen vegetal como el de 
girasol (0.58%) y de palma (0.33%) y sebo crudo (0.15%) (59), se nota que el 
valor obtenido es muy superior. 
 
 
Tabla 7. Determinación de la materia insaponificable. 
 
Ensayo Masa aceite (g) Masa materia insaponificable (g) % materia insaponificable 
1 5.0061 0.0966 1.93 
2 5.0246 0.1003 2.00 
3 5.0171 0.0942 1.88 
Rango superior 0.1003 2.00 
Rango inferior 0.0942 1.88 
Promedio 0.0970 1.9367 
Desviación estándar 0.0031 0.0603 
 
 
5.4 Separación del Colesterol 
 
Después de obtener la materia insaponificable, esta se disolvió en Hexano y el 
Colesterol se cristalizó al fondo en forma de agujas (figura 3). Este fue 
separado por filtración y conservado en frasco ámbar para posteriores análisis. 
 
 
 
 
Figura 3. Colesterol aislado de la materia insaponificable. 
 
 
5.5 Análisis de la materia insaponificable por cromatografía en columna 
 
Se utilizaron las microcolumnas en Sílica que se presentan en la figura 4. 
 
 
 
 
Figura 4. Microcolumna empleada en fraccionamiento. 
 
 
Como se indicó en la metodología, se utilizaron dos sistemas de separación por 
cada columna. Uno de ellos utilizando Hexano: Acetato de Etilo, del cual se 
obtuvo las fracciones F1, F2 y F3 y el otro, usando Hexano: Diclorometano, del 
cual también se obtuvo las fracciones F4, F5 y F6. El procedimiento se realizó 
por triplicado.  
 
Como se aprecia hay una diferencia en la coloración de las diferentes 
fracciones (figura 5), siendo evidente la tonalidad amarilla en la fracción 
insaponificable sin fraccionar (F0) y en la F4, pero en las fracciones F5 y F6 la 
coloración se hace casi imperceptible. 
 
 
 
 
Figura 5. Comparación entre fracciones obtenidas. Materia insaponificable 
(F0), Hexano-Diclorometano 9:1 (F4), Diclorometano (F5) y Acetona (F6). 
 
 
5.6 Caracterización preliminar de la materia insaponificable 
 
Para evaluar el resultado del fraccionamiento de la materia insaponificable por 
cromatografía en columna se utilizó cromatografía en capa delgada y UV-vis.  
Cromatografía en capa delgada 
 
5.6.1 Fraccionamiento 1 (Hexano: Acetato de Etilo) 
 
Los resultados por cromatografía en capa delgada de cada una de las 
fracciones obtenidas por cromatografía en columna se esquematizan en la 
figura 6. Las cromatoplacas se realizaron por triplicado (ver originales en anexo 
2). 
 
 
    
 
   
 
Figura 6. Esquema representativo de las fracciones obtenidas por 
cromatografía en columna para las fracciones F1, F2 y F3. 
A. Sistema S1, Vainillina/Acido Sulfúrico como revelador.  
B. Sistema S2, Ácido fosfomolíbdico como revelador. 
C. Sistema S3, Vainillina/Acido Sulfúrico como revelador. 
D. Sistema S4, Vapores de Yodo como revelador. 
 
 
Como se aprecia en la figura 6A, se obtuvo con el primer sistema de 
separación (S1) una diferencia en el número de manchas entre las tres 
fracciones evaluadas. La de Rf: 0.16 presente en la fracción F1 y F2 se reveló 
con Vainillina/Acido Sulfúrico, valor que indica la presencia de compuestos 
esterólicos dentro de estas fracciones, según estudio previo (62); mientras que 
en la F3 no se observó ningún compuesto. 
 
Con relación a la cromatoplaca 6B también reveló una mancha en común en 
las fracciones F1 y F2 (Rf 0.45), al revelar con Vainillina/Acido Sulfúrico y Acido 
fosfomolíbdico, valor Rf que muestra la presencia de colesterol dentro de estas 
fracciones; según metodología empleada para la identificación de lípidos (62).  
 
En la cromatoplaca 6C se apreció una mancha común en las fracciones F1 y 
F2 (Rf 0.67), indicando al revelar con Ácido fosfomolíbdico que la mancha 
revelada se trata de un compuesto diterpénico (63).  
 
En la última cromatoplaca 6D se observó la revelación de una mancha en las 
fracciones F1 y F2 (Rf 0.78), indicando así, la presencia de lípidos polares 
dentro de la materia insaponificable. En las cuatro cromatoplacas se evidencia 
que la fracción F3 no presentó manchas con ninguno de los reveladores 
usados, debido posiblemente a la baja concentración de los compuestos 
presentes. Con estas condiciones de separación por cromatografía en columna 
y capa delgada no se aprecia una diferencia importante entre las fracciones F1 
y F2; y se desconoce la presencia de compuestos en la fracción F3. 
 
 
5.6.2 Fraccionamiento 2 (Hexano-Diclorometano) 
 
Este fue el segundo fraccionamiento que se realizó debido a que las manchas 
obtenidas en el ensayo con Hexano-Acetato de Etilo eran algo difusas. Se 
realizaron varios ensayos hasta lograr un fraccionamiento significativo, 
variando las proporciones de Hexano-Diclorometano. Finalmente, se observó 
que la mejor separación se lograba haciendo dos eluciones: La primera con 5 
mL de Hexano-Diclorometano (9: 1) y la segunda con 2 mL de diclorometano.  
 
Los resultados del análisis de cada una de las fracciones obtenidas por 
cromatografía en columna se aprecian en las figura 7, donde se esquematizan 
las cromatoplacas obtenidas. Cada ensayo se realizó por triplicado (ver 
originales anexo 3). 
 
    
 
Figura 7. Esquema representativo de las fracciones obtenidas por 
cromatografía en columna para las fracciones F4 y F5. 
A. Sistema S1, Vainillina/Acido Sulfúrico y Ácido fosfomolíbdico como 
reveladores.  
B. Sistema S3, Vainillina/Acido Sulfúrico y Ácido fosfomolíbdico como 
reveladores.  
 
 
Como se aprecia en la figura 7A, se obtuvo con el primer sistema de 
separación (S1) una diferencia en el número de manchas entre las dos 
fracciones evaluadas. La de Rf: 0.16 presente en la fracción F5 se reveló con 
Vainillina/Acido Sulfúrico y Ácido fosfomolíbdico, dando resultados 
reproducibles con ambos reveladores; mostrando nuevamente la presencia de 
compuestos esterólicos dentro de estas fracciones (62); pero en la fracción F4 
no se observó compuesto alguno. 
 
Con relación a la cromatoplaca 7B se observaron dos manchas provenientes 
de la fracción F5 con Rf de 0.90 y 0.73, señal de que dentro de esta fracción 
hay presencia de dos compuestos de tipo diterpénico con una gran afinidad con 
el Diclorometano (63); siendo el que corresponde al Rf de 0.90 más afín con la 
fase móvil, o sea con una polaridad menor.  Debido al resultado anterior, se 
realizó una CCD bidimensional para ver la complejidad de la fracción F5, dando 
como resultado la presencia de dos compuestos dentro de esta fracción (ver 
anexo 3).   
 
 
5.7 Espectrofotometría UV-vis. 
 
Las fracciones F1, F3, F4 y F5 fueron analizadas por espectrofotometría UV-vis 
en un Espectrofotómetro UV-1700 PharmaSpec Shimadzu con sistema 
fotométrico de doble haz y detector de fotodiodos; haciendo un barrido 
espectral entre las regiones 250-700 nm. 
 
 
5.7.1 Fracción F1 (Hexano: Acetato de Etilo (9: 1))  
 
 
 
 
Figura 8. Espectro UV-vis fracción F1. 
 
 
En esta fracción se observaron tres picos (figura 8), en la región visible se vio 
un pico a una longitud de onda de 475 nm con una absorbancia de 0.102 y otro 
a 448 nm con 0.180 de absorbancia. Esta no tuvo un valor más alto ya que la 
fracción estaba muy diluida (ver tabla 2) por los volúmenes utilizados al realizar 
la cromatografía en columna. De acuerdo a estos resultados en la región visible 
se puede decir que hay presencia de grupos cromóforos, los cuales son 
característicos en sustancias coloreadas (52, 68) y/o contiene una larga cadena 
de sistemas conjugados, los cuales presentan transiciones electrónicas π → π* 
(ver anexo 4) (69). La coloración de esta fracción es amarillo intenso, lo que 
corrobora que en esta fracción hay presencia de algún(os) compuesto(s) que 
absorbe(n) a estas longitudes de onda. Es muy particular que la forma del pico 
en el visible y sus longitudes de onda a las cuales absorbe sean muy parecidas 
a las del compuesto β-Caroteno (ver anexo 5), compuesto que absorbe a 450 y 
478 nm (52, 70), ya que este contiene varios dobles enlaces conjugados, lo que le 
da la característica de absorber en el visible. Se pudo observar la presencia de 
picos muy similares (449 y 475 nm) en la prueba que se realizó para la 
identificación de Vitamina A, mostrando así que es factible la presencia de un 
compuesto de esta naturaleza (67). Este podría explicarse por la presencia de 
un complejo carotenoide dentro del tracto digestivo del gusano de seda (70). 
  
En la región ultravioleta se vio un pico a una longitud de onda de 272.5 nm con 
una absorbancia de 1.300. Este valor de absorbancia da un indicio de que el 
compuesto que absorbe a esta longitud de onda puede ser uno de los 
componentes mayoritarios de la materia insaponificable, ya que la absorbancia 
es directamente proporcional a la concentración del analito (52); y que podría 
tratarse de un alcaloide o un compuesto con una estructura química similar, 
debido a que el máximo de absorbancia es muy cercano alcaloides como la  
cafeína (273 nm), teobromina (270 nm) y teofilina (272 nm) (ver anexo 6) ; sin 
embargo, se requiere de patrones para establecer su presencia. 
5.7.2 Fracción F3 (Acetato de Etilo) 
 
 
 
 
Figura 9. Espectro UV-vis fracción F3. 
 
 
Se pudo observar en la fracción F3 (figura 9) un pico muy característico en la 
región visible a una longitud de onda de 448 y 474 nm con absorbancias de 
0.302 y 0.249. Fue notorio un pico en la región ultravioleta a una longitud de 
onda de  275 nm con una absorbancia de 1.487. En esta fracción vuelven a 
aparecer picos similares al del β-Caroteno antes mencionado, lo que muestra 
que tanto la fracción F1 como la F3 retiran compuestos similares, lo que hace 
que el fraccionamiento no sea tan significativo. 
 
Acerca del pico observado en el ultravioleta se puede decir que al estar esta 
banda de absorción en la región 250-360 nm indica que la transición es n → π*  
para un grupo cromóforo simple o conjugado y que puede tener: O, N o S. 
Pudiendo ser: C=O, C=N, N=N, -NO2, -CO2R o –CONH2 (69). También puede 
haber la presencia de un compuesto con estructura química similar a la de las 
xantinas o un alcaloide, ya que en la morera está presente el Ácido nicotínico 
(2), y que podría estar dentro del tracto digestivo del gusano de seda como 
residuo de su alimentación; sin embargo, se requiere de la evaluación con un 
patrón para establecer con certeza su presencia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.7.3 Fracción F4 (Hexano-Diclorometano (9: 1)) 
 
 
 
Figura 10. Espectro UV-vis fracción F4. 
 
 
Se analizaron las fracciones F4 y F5; obteniendo los siguientes resultados: 
 
Tabla 8. Determinación del espectro UV-vis de las fracciones F4 y F5. 
 
Fracción Longitud de onda (nm) Absorbancia 
 
F4 
475 0.299 
449 0.334 
334 0.107 
257 0.316 
F5 275 0.975 
Cristales en 
Diclorometano 
263 0.438 
 
 
Para la fracción F4 (figura 10) se observaron picos similares a los vistos en la 
fracción F1 y F3. En este caso, la cantidad de sustancias que absorben en el 
visible es ligeramente mayor, esto se puede comprobar al ver que las 
absorbancias son mayores para esta fracción que para las antes mencionadas, 
ya que la cantidad empleada de materia insaponificable en la cromatografía en 
columna fue dos veces mayor, en comparación al ensayo con Acetato de Etilo. 
 
La presencia de Vitamina A y  β-Caroteno en el gusano de seda puede 
atribuirse a la alimentación del gusano, puesto que en su tracto digestivo 
pueden quedar residuos de morera, ahora, en otros estudios se ha reportado la 
presencia de Vitamina A y carotenos en animales; particularmente en peces 
como la Tilapia (71, 72). 
 
Finalmente, a 257 nm se observó un pico con una absorbancia de 0.316, el 
cual puede deberse al compuesto aislado (absorbe a 263), ya que la diferencia 
en el máximo de absorbancia es poco, y el desplazamiento puede deberse a 
influencia de otros compuestos que absorben a longitudes de onda similares. 
 
 
5.7.4 Fracción F5 (Diclorometano) 
 
 
 
 
Figura 11. Espectro UV fracción F5. 
 
 
Para la fracción F5 (figura 11) se observó un solo pico a 275 nm, mientras que 
en el visible no se obtuvo pico alguno. Hay que destacar que estas fueron las 
dos fracciones obtenidas de la misma columna, lo que conlleva a decir que la 
separación es significativa,  pues los compuestos que absorben en el visible 
salen en la primera fracción, mientras que los compuestos polares quedan 
retenidos en la columna para ser luego eluídos con la fracción de  
Diclorometano. Esto quiere decir que lo que absorbe en el ultravioleta se debe 
posiblemente a un compuesto mayoritario de carácter polar, debido a la 
absorbancia tan significativa, pues al momento de hacer el barrido espectral 
era necesario hacer una dilución para ver la forma del pico con claridad. Este 
pico corresponde al observado en las fracciones F1, F2 y F4, los cuales 
presentaron absorbancias significativas. Hasta este punto no podemos afirmar 
cual compuesto es, pues la espectrofotometría no es la herramienta más 
adecuada para precisar la identidad del compuesto en cuestión. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.7.5 Identificación de Vitamina A 
 
 
 
 
Figura 12. Espectro visible fracción de Hexano-Éter etílico (99:1). 
 
 
La identificación de la Vitamina A se hizo a partir del aceite de crisálida. Se 
obtuvieron dos fracciones al realizar cromatografía en columna, la primera con 
10 ml de Hexano-Éter etílico (99:1) y la segunda con 20 mL de Hexano-Éter 
etílico (98: 2) (67). Ambas fracciones fueron analizadas por espectrofotometría 
UV-vis dando resultados positivos para la primera fracción (figura 12). Se 
observaron dos (2) picos en la región visible para la fracción 99: 1, a longitudes 
de onda de 449 y 475 nm con absorbancias de 0.228 y 0.206. Nuevamente 
aparecen los picos característicos del β-caroteno, lo que muestra claramente la 
presencia de este compuesto dentro de la materia insaponificable. Al hacer uso 
de la regla de Fieser-Kuhn para polienos se obtiene la absorbancia teórica a la 
cual absorbe dicho compuesto, el cual presenta transiciones electrónicas π → 
π* para sus dobles enlaces conjugados; dando un valor de 452 nm (69) (ver 
anexo 5). Es importante resaltar que el valor observado es muy cercano al 
calculado teóricamente, lo que indica la presencia de este compuesto dentro de 
la fracción analizada. Mediante la ecuación de Lambert-Beer (A=εbc) (52) y el 
coeficiente de extinción molar teórico (69), se obtiene una concentración teórica 
de 0.786 ppm. 
5.8 Cromatografía de Gases/Masas 
 
 
Caracterización química de la materia insaponificable. 
 
 
Tabla 9. Análisis composicional por cromatografía de gases acoplado a 
espectrometría de masas de la fracción en Acetato de Etilo (F3) de la materia 
insaponificable del aceite de crisálida Híbrido Pílamo I Bombyx mori L. 
 
 
Pico Tiempo de 
retención 
Nombre m/z Área % Área * 
3 21.815 No identificado 59 10951 0.48 
4 22.412 Colestan-2,4-dieno 106 120462 0.43 
5 22.426 No identificado 105 6926 0.29 
6 22.980 No identificado 95 18453 0.53 
7 22.982 Colestan-3,5-dieno 105 300830 1.07 
8 25.147 Colesterol 43 14672889 52.25 
9 26.327 Campesterol 43 1191894 4.24 
10 26.569 Colestan-4-en-3-ona 124 626998 2.23 
11 27.446 gamma-Sitosterol 43 5290049 18.84 
 
* Los porcentajes relativos pueden variar, ya que no se realizó una previa derivatización. 
 
 
Como se aprecia en la tabla 9 obtenida de la figura 30 (anexo 7), se 
identificaron 6 picos que según sus espectros de masas (figuras 13, 14, 15, 16, 
17 y 18) y con base en la comparación del espectro del compuesto obtenido 
con los de la librería del equipo (ver anexo 8), se seleccionó el de mayor 
porcentaje de similitud y se confirmó con el análisis de los principales 
fragmentos;  en su mayoría corresponde a esteroles, presentándose en mayor 
proporción el Colesterol con un tiempo de retención de 25.147 y con un 
porcentaje de área de 52.25% (tabla 9) de la cantidad relativa de esteroles en 
la materia insaponificable.  
 
El esterol que sigue en orden de importancia es el gamma-Sitosterol, el cual 
está presente en un porcentaje de 18.84%. Otro de los compuestos 
mayoritarios importante dentro de la materia insaponificable es el Campesterol 
con un porcentaje de área de 4.24%. En menor porcentaje se encontraron 
derivados del Colesterol, el Colestan-4-en-3-ona con un porcentaje de 2.23% y 
un par de isómeros: el Colestan-3,5-dieno y el Colestan-2,4-dieno con 
porcentajes de 1.07 y 0.43%, respectivamente. 
 
En todos los espectros de masas identificados con porcentajes de similitud 
mayores al 90% según biblioteca de espectros (WILEY7N2) del equipo 
utilizado, se pueden apreciar el pico del ion molecular que representa el peso 
molecular de los compuestos, y el pico base, el cual es el más representativo 
del espectro, teniendo el mayor porcentaje de abundancia. En la parte inferior 
de las figuras (13, 14, 15, 16, 17 y 18) correspondientes a cada espectro se 
encuentran las estructuras de los fragmentos más estables.  
 
El Colesterol, Campesterol y gamma-Sitosterol se diferencian por la cadena 
alifática unida al carbono 17, como se observa en los espectros de masas 
(figuras 15, 16 y 18). Los tres compuestos, presentan pérdidas iguales de los 
fragmentos que se encuentran en mayor abundancia, pero se diferencian por 
sus porcentajes; siendo los fragmentos más importantes el m/z 95, 81, 57 y 43. 
 
Los isómeros, Colestan-3,5-dieno y el Colestan-2,4-dieno, presentan solamente 
diferencias en cuanto a la posición de los dobles enlaces dentro de su 
estructura química (figuras 13 y 14). En lo que refiere al pico base, los dos 
compuestos difieren solo por la pérdida de un Hidrógeno (m/z 105 y m/z 106). 
Ambos compuestos presentan fragmentos iguales como el m/z 81, 55, 43 y 41, 
variando solo los porcentajes de abundancia. 
 
El Colestan-4-en-3-ona presenta un pico base de m/z 124 y fragmentos 
similares a los observados en los otros esteroles, como el m/z 95, 81, 55 y 43 
(figura 17), y un fragmento m/z 229 con un porcentaje de abundancia 
significativo (72%), el cual no se observa en los otros esteroles. 
 
El pico 5 no identificado presenta un ion molecular m/z 368 e iones 
característicos para esteroles como m/z 353, 275 y 213 (73, 74) (figura 19). 
También presenta fragmentos m/z 255 y 229, típicos de ∆7 esteroles  y m/z 143 
y 131, los cuales son fragmentaciones típicas para dobles enlaces presentes 
en el anillo de la estructura de los esteroles (75).  
 
El pico 6 presenta un ion molecular m/z 366 y también algunos picos 
característicos para esteroles como m/z 351 (M+ - CH3) y 253 (M+ - C8H17) (73, 74) 
(figura 20) y los m/z 143 y 131 que indican la presencia de dobles enlaces 
dentro del compuesto, pero sin presentar los fragmentos típicos de los ∆7 
esteroles (75). Para los picos 5 y 6 solo se puede hacer una aproximación a 
decir  que posiblemente se traten de esteroles, pero sin poder concluir a que 
compuestos corresponden. 
 
El pico 3 presenta un ion molecular m/z 369, algunos picos particulares que se 
observan en casi todos los esteroles analizados como el m/z 95, 81, 55 y 43 
(figura 21), y solo un pico típico para los esteroles (m/z 255); sin embargo, 
estos picos no son indicio suficiente para decir que se trate de un esterol, pues 
no se observan los picos característicos para esteroles, según literatura (73, 74). 
 
Ya que no se dispone de datos reportados en la literatura acerca de la 
composición de la materia insaponificable para el Bombyx mori, no se puede 
hacer una comparación de los resultados obtenidos con otros estudios que 
sirvan de referencia. Ahora, se ha demostrado que el gusano de seda requiere 
esteroles para su crecimiento normal, incluyendo el ß-Sitosterol, estigmasterol, 
campesterol y colesterol (16), compuestos que se encuentran presentes en la 
morera en cantidades importantes, a excepción del colesterol que es un 
compuesto presente generalmente en los lípidos animales. Los esteroles 
identificados por cromatografía de gases corresponden a compuestos que el 
gusano de seda ha obtenido de la planta y, otros que son propios del mismo, 
como los derivados del colesterol; con esto se explicaría la presencia de este 
tipo de compuestos dentro de la materia insaponificable; ya que la morera es la 
única fuente de alimentación del Bombyx mori L. 
 
Los esteroles encontrados dentro de la materia insaponificable como el 
sitosterol y campesterol tienen importancia a nivel medicinal, puesto que 
estudios clínicos han mostrado que estos esteroles cuando son consumidos 
ofrecen protección contra las enfermedades cardiovasculares (46) y reducen 
significativamente la concentración del colesterol de baja densidad (LDL) (44, 45, 
76, 77), el cual es responsable particularmente de las enfermedades coronarias 
(78, 79). 
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Figura 13. A. Espectro de masas del compuesto de tr 22.412 min. identificado 
como Colestan-2, 4-dieno.  
B. Principales fragmentos del espectro de masas del Colestan-2, 4-dieno. 
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Figura 14. A. Espectro de masas del compuesto de tr 22.982 min. identificado 
como Colestan-3,5-dieno.  
B. Principales fragmentos del espectro de masas del Colestan-3,5-dieno. 
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Figura 15. A. Espectro de masas del compuesto de tr 25.147 min. identificado 
como Colesterol.  
B. Principales fragmentos del espectro de masas del Colesterol. 
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Figura 16. A. Espectro de masas del compuesto de tr 26.327 min. identificado 
como Campesterol.  
B. Principales fragmentos del espectro de masas del Campesterol. 
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Figura 17. A. Espectro de masas del compuesto de tr 26.569 min. identificado 
como Colestan-4-en-3-ona.  
B. Principales fragmentos del espectro de masas del Colestan-4-en-3-ona. 
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Figura 18. A. Espectro de masas del compuesto de tr 27.446 min. identificado 
como Gama-sitosterol.  
B. Principales fragmentos del espectro de masas del Gama-sitosterol. 
 
 
 
 
 
Figura 19. Espectro de masas del compuesto de tr 22.426 min. 
 
 
 
 
Figura 20. Espectro de masas del compuesto de tr 22.980 min. 
 
 
 
 
Figura 21. Espectro de masas del compuesto de tr 21.815 min. 
5.9 Identificación del Colesterol 
 
Los cristales obtenidos a partir de la materia insaponificable también fueron 
analizados por cromatografía en capa delgada y se sembraron junto con la 
fracción F5 (sembrando primero la fracción F5 y después los cristales, de 
manera intercalada), empleando como revelador Ácido fosfomolíbdico; 
coincidiendo aproximadamente el Rf de los cristales (0.14 y 0.73) con la  
fracción F5 (0.15 y 0.72) para los sistemas S1 y S3 (ver anexo 9) y mostrando 
así que los cristales analizados tienen una naturaleza diterpénica (62).  
 
 
 
 
Figura 22. Espectro UV cristales en Diclorometano. 
 
 
Los cristales aislados de la materia insaponificable fueron analizados por 
espectrofotometría UV-vis para conocer su espectro. Su máximo de 
absorbancia se obtuvo a una longitud de onda de 263 nm (figura 22). En el 
visible no se observaron picos, ya que los cristales son blancos, lo que indica 
que hay pocos grupos cromóforos conjugados (responsables de la absorción 
en el visible). Ahora, este al cristalizar en el Hexano muestra que es un 
compuesto polar o ligeramente polar por la poca afinidad con dicho solvente y 
posiblemente mayoritario dentro de la materia insaponificable por la cantidad 
cristalizada. En todas las fracciones analizadas se observó un pico bastante 
significativo en el ultravioleta alrededor de 275 nm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pico R.Time Name m/z Area % Area 
2 25.093 Colesterol 43 134750 39.70 
 
 
Figura 23. Cromatograma de gases para Colesterol obtenido de la materia 
insaponificable. 
 
 
 
 
 
   
 
 
   
 
   
 
           
 
 
Figura 24. Espectro de masas Colesterol y principales fragmentos. 
 
 
Finalmente, mediante cromatografía de gases acoplado a espectrometría de 
masas se pudo identificar el tipo de compuesto que se aisló de la materia 
insaponificable, correspondiendo al Colesterol (97% de similitud con respecto a 
la librería).  
 
Este compuesto presenta un pico base m/z 43 (figura 24) y otros fragmentos 
importantes de alta estabilidad (> 50% de abundancia) como el m/z 368, 301, 
275, 213, 107, 95, 81, 57 y 43. Los últimos cinco fragmentos están presentes 
en porcentajes importantes en los demás esteroles encontrados. 
Teniendo en cuenta que el Colesterol (HDL+LDL) puede ser el componente 
mayoritario de la materia insaponificable, es necesario hacer la cuantificación 
del Colesterol total y de los tipos que lo componen, para poder decir que tan 
apropiado sería emplear las crisálidas del híbrido Pílamo I para alimentación 
humana, por los riegos que este implica. A pesar que ha sido tradición en 
China el consumo de gusano de seda deshidratado (2), con este estudio se 
puede hacer una aproximación a la demostración de que posiblemente no sería 
tan conveniente el consumo de este; pues estudios han demostrado que el 
consumo de elevadas cantidades de colesterol de baja densidad  son los 
responsables de las enfermedades coronarias (47, 78, 80). 
 
 
5.10 Determinación y cuantificación de Vitamina E por HPLC  
 
 
 
 
Figura 25. Cromatograma cuantificación de Vitamina E en aceite de crisálida 
Híbrido Pílamo I. 
 
 
Tabla 10. Resultados de la cuantificación de vitamina E en el aceite de crisálida 
Híbrido Pílamo I. 
 
 
 
 
En el cromatograma se pudo observar  tres (3) picos (figura 25). El primero 
corresponde al δ-Tocoferol con un tiempo de retención de 5.42 min., el 
segundo al β+γ-Tocoferol con tiempo de retención de 6.03 min. Y finalmente, el 
α-Tocoferol con tiempo de retención de 6.54 min. No se observaron 
tocotrienoles en el aceite de crisálida. El valor obtenido para el aceite de 
crisálida en cuanto al contenido de vitamina E fue de 149 ppm (tabla 10), valor 
bastante significativo en comparación con cereales como el trigo (7.29 ppm) 
que es consumido para alimentación diaria (81). Ahora, con relación a aceites 
vegetales, como el aceite de oliva (271 ppm) (82), aceite de almendras (262  
ppm) y extracto de aguacate (32 ppm) (83) para usos cosméticos  (84)  y 
alimentos de origen animal como el pescado (Tilapia aprox. 200 ppm) (71), el 
valor es menor, pero sigue siendo significativo para potencial uso cosmético. 
 
 
5.11 Discusión general 
 
En términos generales la cantidad de materia insaponificable encontrada en el 
aceite de crisálida del híbrido Pílamo I (1.94%) es significativamente alta en 
comparación con los valores reportados para aceites como el de girasol 
(0.58%) y de palma (0.33%) (59). Esta presentó cambio de color al ponerla en 
contacto con la luz, mostrando una disminución en la concentración de β-
Caroteno. Al realizar el fraccionamiento por cromatografía en columna se 
mostró que el sistema de solventes más adecuado para la separación 
cromatográfica es el Hexano-Diclorometano, fracciones útiles para el análisis 
por cromatografía en capa delgada y espectrofotometría UV-vis; mientras que 
para el análisis por cromatografía de gases no es adecuado por las 
interferencias que presentan los ftalatos; los cuales están presentes como 
impurezas en el Diclorometano y en la sílica gel. Para este último fin, fue 
necesario emplear las fracciones Hexano-Acetato de Etilo 9: 1 y Acetato de 
Etilo obtenidas en el primer fraccionamiento. Mediante espectrofotometría UV-
vis se pudo identificar la presencia de β-Caroteno en las fracciones 9: 1 gracias 
a sus picos característicos (450 y 478 nm) en el visible que evidencian su 
presencia.  
 
Los compuestos que pudieron identificarse por cromatografía de gases 
acoplado a masas encontrados en la materia insaponificable corresponden a 
esteroles como el Colesterol (52.25%), γ-Sitosterol (18.84%),  Campesterol 
(4.24%) y algunos derivados del Colesterol en menor porcentaje. Como no se 
conocen reportes sobre la composición de la materia insaponificable del 
Bombyx mori L. no se puede hacer comparación  alguna en cuanto al contenido 
de esteroles. Ahora, es necesario realizar la cuantificación de los esteroles 
presentes en la materia insaponificable para poder hacer una comparación con 
otra clase de aceites. 
 
El contenido de Vitamina E presente en la materia insaponificable es de 149 
ppm, el cual es un valor importante si se busca un fin cosmético o alimenticio. 
Ahora, si se compara con un aceite de origen animal, este tiene similitud con el 
aceite de pescado (71); pero si la comparación se hace con un aceite de origen 
vegetal como el aceite de oliva o aceite de almendras, se puede ver que el 
aceite de crisálida contiene una cantidad menor de Vitamina E. 
 
En cuanto a la aplicación del aceite de crisálida se podría decir que presenta un 
gran potencial a nivel alimenticio y cosmético. A nivel alimenticio se podría 
consumir como crisálidas deshidratadas para alimentación humana, por su rico 
contenido nutricional en proteína (2), ácidos grasos insaturados y esenciales 
(linoleico y α-linolénico) (6) y antioxidantes (Vitamina C y E), pero sería 
necesario determinar el contenido total de Colesterol y el tipo que está presente 
en mayor proporción, para poder así concluir la viabilidad de su consumo.  
 
A nivel cosmético se podría emplear en la elaboración de cremas nutritivas, 
productos exfoliantes y cremas hidratantes faciales y corporales con filtro 
protector contra los rayos UV. Se ha considerado que la adición directa de 
vitamina E sobre la piel impide la penetración de la radiación ultravioleta, es 
decir, actúa como un filtro solar, por tanto se puede sugerir la aplicación directa 
del aceite de crisálida. Sin embargo, el alfa-tocoferol es poco estable y se 
degrada rápidamente por acción de la luz ultravioleta, por ello en los 
cosméticos suele adicionarse en forma de derivados inactivos. Tanto la 
vitamina E como sus derivados son solubles en grasas y pueden por esta razón 
ser absorbidos por la piel con relativa facilidad (85, 86, 87, 88). 
CONCLUSIONES 
 
 
 El contenido de materia insaponificable obtenido del aceite de crisálida 
del Bombyx mori L. híbrido Pílamo I fue de 1.94%. 
 
 El mejor fraccionamiento por cromatografía en columna se logró con una 
mezcla de solventes de Hexano-Diclorometano. 
 
 Se pudo identificar la presencia  del compuesto ß-Caroteno utilizando 
espectrofotometría UV-vis. 
 
 En cuanto a la composición química de la materia insaponificable del 
aceite de crisálida realizada por cromatografía de gases acoplada a 
espectrometría de masas, se observó que está constituida 
principalmente por esteroles; siendo el Colesterol el compuesto que está 
en mayor proporción con un porcentaje de 52.25 %, seguido del gamma-
Sitosterol (18.84%), Campesterol (4.24%), Colestan-4-en-3-ona (2.23%), 
Colestan-3,5-dieno (1.07) y Colestan-2,4-dieno (0.43%). 
 
 El compuesto aislado de la materia insaponificable fue identificado 
mediante cromatografía de gases-masas, correspondiendo al Colesterol. 
 
 El aceite de crisálida del gusano de seda híbrido Pílamo I presentó un 
contenido de vitamina E de 149 ppm. 
RECOMENDACIONES 
 
 
 Es necesario hacer la caracterización de otras razas sobre el contenido 
de materia insaponificable, ya que no se conocen reportes sobre esto. 
 
 
 Cuantificar la cantidad de esteroles presentes en la materia 
insaponificable. 
 
 
 Realizar la determinación del colesterol por cromatografía de gases, 
haciendo una derivatización previa para dicho análisis. 
 
 
 Se recomienda evaluar el contenido de otras vitaminas como la A, D y K, 
pues esto daría mayor valor agregado al aceite. 
 
 
 Ya que puede haber presencia de compuestos poco volátiles, sería más 
viable realizar la caracterización por HPLC. 
 
ANEXOS 
 
 
Anexo 1  
 
 
Preparación de las placas 
 
Se prepararon placas cromatográficas de vidrio empleando como adsorbente 
Sílica gel 60 de tamaño de partícula de 45 µm, utilizando una relación de 
mezcla de 35g de Sílica por 70 mL de agua destilada; realizando la aplicación 
sobre la placa y su posterior secado. Las activación de las placas se hicieron 
en estufa a una temperatura de 120 ºC durante 1 hora y la siembra de las 
muestras a analizar se aplicaron con capilares. Después de activar las placas 
se realizaron las aplicaciones a una distancia de 1 cm del borde inferior de la 
placa para su posterior introducción en las cámaras cromatográficas para 
realizar la separación.  
 
Después de dejar evaporar el eluyente se procedió a la aplicación del 
revelador; lo cual se  hizo utilizando un atomizador. El revelado de las placas 
se efectuó en estufa a 120 ºC durante 2 minutos (53). 
 
Anexo 2 
 
 
       
        (a)          (b)          (c) 
 
Figura 26. Cromatoplacas fraccionamiento 1. (a) Sistema S1, (b) Sistema S2 y 
(c) Sistema S3; Vainillina-Ácido sulfúrico como revelador. 
 
 
 
      
         (a)                (b) 
 
Figura 27. Cromatoplacas fraccionamiento 1. (a) Sistema S1, (b) Sistema S3; 
Ácido fosfomolíbdico como revelador. 
 
 
 
  
 
Figura 28. Cromatoplaca fraccionamiento 1, empleando sistema S4 y Vapores 
de Yodo como revelador. 
Anexo 3 
 
 
 
    
 
Figura 29. Cromatoplacas fraccionamiento 2 empleando sistema S1 de 
solventes, Vainillina-Ácido sulfúrico y Ácido fosfomolíbdico como reveladores. 
 
 
 
     
                (a)                     (b)            (c) 
 
 
Figura 30. Cromatoplacas fraccionamiento 2 empleando sistema S3 de 
solventes, (a) y (b: placa bidimensional) Vainillina-Ácido sulfúrico y Ácido 
fosfomolíbdico (c) como reveladores. 
Anexo 4 
 
 
CLASE TRANSICIÓN λ max (nm) Log ε 
R-OH n  →  σ* 180 2.5 
R-O-R n  →  σ* 180 3.5 
R-NH2 n  →  σ* 190 3.5 
R-SH n  →  σ* 210 3.0 
R2C=CR2 π  →  π* 175 3.0 
R-C=C-R π  →  π * 170 3.0 
R-C=N N  →  π* 160 <1.0 
R-N=N-R n  →  π* 340 <1.0 
R-NO2 n  →  π* 271 <1.0 
R-CHO π  →  π * 
n  →  π* 
190 
290 
2.0 
1.0 
R2-CO π  →  π * 
n  →  π* 
180 
280 
3.0 
1.5 
RCOOH n  →  π* 205 1.5 
RCOOR n  →  π* 205 1.5 
RCONH2 n  →  π* 210 1.5 
 
Tabla 11. Cromóforos comunes en los compuestos orgánicos. 
 
Anexo 5 
 
 
 
 
Figura 31. Estructura molecular y espectros de absorción de pigmentos 
carotenoides (89). 
 
 
Ecuación de Fieser-Kuhn para polienos (69). 
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M = número de sustituyentes alquilo 
 
n = número de dobles enlaces conjugados 
 
R endo = número de anillos con dobles enlaces endocíclicos 
 
R exo = número de anillos con dobles enlaces exocíclicos 
 
 
 
 
 
Anexo 6 
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Figura 32. Estructura molecular y espectros de absorción de la cafeína (A), 
teobromina (B), teofilina (C) y ácido nicotínico (D) (90). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 7 
 
 
 
 
 
Figura 33. Cromatograma  de gases de la fracción de Acetato de Etilo. 
 
 
Anexo 8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Espectro de masas de compuestos identificados y su comparación 
con la librería del equipo. 
Anexo 9 
 
 
 
     
              (a)     (b)               (c)      (d) 
 
 
Figura 35. Cromatoplacas cristales empleando sistemas S1 (a y b) y S3 (c y d) 
y empleando Vainillina-Ácido sulfúrico (a y c) y Ácido fosfomolíbdico (b y d) 
como reveladores. 
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